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ABREVIATURAS, ANGLICISMOS Y UNIDADES

aa: Aminoacidof/s
ADNCc: Acido desoxirribonucleico complementario
ARN: Acido ribonucleico

Bootstrap: Método de remuestreo computacional utilizado para evaluar la robustez de un
estudio filogenético

Core: estructura central de un virus que contiene el genoma viral.
Cluster: Conjunto o grupo de secuencias de un mismo gen con elevada similaridad

DEPC: Dietilpirocarbonato

DLP: Particulas de doble capa

DMSO: Dimetilsulfoxido

dNTPs: Desoxirribonucledtidos trifosfato

EDA: Enfermedad diarreica aguda

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EuroRotaNet: Red europea de vigilancia de rotavirus

ELISA: Acronimo del inglés Enzyme-linked immunosorbent assay, ‘Ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas’

g: Gramo
kDa: Kilodaltons
I: Litro

M: Molar

mM: Milimolar
pl: Microlitro
pMM: Micromolar

NSP: Non-structural protein, proteina no estructural
NSP4: Proteina no estructural 4

Nt: Nucleotido

NTPasa: Nucleosido trifosfatasa

ORF: Open reading frame, marco de lectura

Pb: Par/es de bases.

PBS: Phosphate buffered saline, tampon fosfato salino
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

Pellet: Sedimento resultante después de una centrifugacion
Primer: Oligonucleétido, cebador

P.M.: Peso molecular

Vii


http://es.wikipedia.org/wiki/Idioma_ingl%C3%A9s

RE: Reticulo endoplasmatico

RCWG: Rotavirus Classification Working Group
RNAsa: Ribonucleasa

r.p.m: Revoluciones por minuto

RT: Transcripcion reversa

SDS: Dodecil sulfato sodico
STE: Tampon cloruro de sodio-Tris-EDTA

Taq: Thermus aquaticus

TBE: Tampon tris-borato-EDTA
UV: Ultravioleta

V/P: Viral protein, proteina viral
VP7: Proteina viral 7
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INTRODUCCION

Los rotavirus constituyen una de las causas mas frecuentes de diarrea infantil,
siendo mas prevalentes en nifios menores de cinco afios (Parashar et al., 2003; Glass
et al., 2005).

El virus posee una doble capside y un core central que contiene el ARN
genoémico que estd compuesto por 11 segmentos de doble cadena que codifican seis
proteinas estructurales y seis no estructurales. Las caracteristicas antigenicas de la
proteina VP6 de la capside interna han permitido diferenciar 7 serogrupos (A-G),
siendo el serogrupo A el que infecta predominantemente a la especie humana. La
proteina VP4, forma dimeros que constituyen las espiculas del virion, y la
glicoproteina VVP7 es el principal componente de la cépside externa.

Estas proteinas de la cubierta externa (VP7/VP4) determinan la clasificacion de
rotavirus en los denominados serotipos/genotipos G y P. Cuando el método utilizado
para la deteccion de estos es inmunoldgico (anticuerpos policlonales 0 monoclonales
tipo-especificos) se habla de serotipos, mientras que si el método de deteccion es
molecular (RT-PCR con cebadores tipo-especificos o secuenciacion) se denominan
genotipos.

Hasta el momento actual se han descritos 27 genotipos G y 35 genotipos P
(Matthijnssens et al., 2011). EI Grupo de Trabajo de Clasificacion de Rotavirus
(RCWG) ha identificado hasta abril de 2011 nuevos genotipos de VP7 (G20-G27),
VP4 (P[28]-P[35]), VP6 (112-116), VP1 (R5-R9), VP2 (C6-C9), VP3 (M7-M8),
NSP1 (A15-A16), NSP2 (N6-N9), NSP3 (T8-T12), NSP4 (E12-E14) y NSP5/6 (H7-
H11) (Santos y Hoshino, 2005; Matthijnssens et al., 2011).

Los cuatro genotipos G mas comunes son G1, G2, G3, G4 y dos genotipos P,

P[4] y P[8]. Desde 1994 se han publicado diferentes estudios que demuestran la
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aparicién de un nuevo genotipo G9 causante de gastroenteritis infantil con una
amplia distribucién geografica (Arista et al., 1997; Palombo et al., 2000; Zhou et al.,
2001; Fischer et al., 2004; Ansaldi et al., 2007). El genotipo G9 ha sido detectado en
combinacién con P[4] y P[8], pero también ha sido descrito combinado con P[6],
P[9], P[11] y P[19] (Gentsch et al., 1996).

Los andlisis filogenéticos del gen VP7 de cepas G9 diferenciaron inicialmente
tres linajes (Laird et al., 2003; Hoshino et al., 2004). El linaje 1 incluye aislados de
los afios 80; el linaje 2 corresponde a aislados de muestras de heces de recién nacidos
asintomaticos en la India y el linaje 3 se detecta en aislados actuales alrededor de
todo el mundo. Posteriormente, se describieron 6 nuevos linajes y 11 sublinajes en el
genotipo G9 (Rahman et al., 2005; Phan et al., 2007).

Respecto a las proteinas no estructurales NSP2, NSP5 y NSP6 intervienen en
la replicacidn viral. La proteina NSP4 tiene un interés especial, ya que se sabe que
tiene un papel importante en el proceso de maduracion de los viriones, actuando
como receptor intracelular para VVP6. Por otra parte, esta proteina actla como una
enterotoxina, siendo capaz por si sola de producir diarrea en el ratén (Kirkwood y

Palombo, 1997).

Los genes NSP4 de rotavirus han sido estudiados tanto en cepas de origen
animal como humano, habiéndose descritos seis genotipos distintos de NSP4 (A-F).
Los genotipos A, B, C y D se han descrito en mamiferos, mientras que los genotipos
E y F se han identificado en aislados de aves. Los genotipos A, B y C son los méas
frecuentemente detectados en los seres humanos, especialmente el genotipo B

(Ciarlet et al., 2000; Mori et al., 2002; Lin y Tian, 2003).
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1.1. BREVE HISTORIAY TAXONOMIA DE LOS ROTAVIRUS

En 1973 Bishop et al. describieron un virus en forma de rueda tras la
observacion al microscopio electronico de cortes de intestino delgado procedentes de
nifilos con gastroenteritis (Bishop, 1973). No obstante, diez afios antes, en 1963, se
habian encontrado en la mucosa intestinal de ratones con diarrea unos virus con una
morfologia similar. El virus aislado de los ratones fue llamado virus de la diarrea
epizodtica de ratones lactantes (EDIM) (Adams y Kraft, 1963). En ese mismo afio,
(Malherbe y Harwin, 1963) aislaron particulas viricas a partir del tejido rectal de un
mono ‘vervet’ sano. El virus fue llamado SA11, del inglés “simian agent 11”. Este
aislado pudo ser propagado en una linea celular procedente de la misma especie de
simio. Posteriormente, Mebus y colaboradores demostraron la presencia de otro virus de
tamafo y morfologia similares a los descritos anteriormente en heces de terneros con
diarrea (Mebus et al., 1969). El virus aislado por Mebus también pudo ser propagado en
células fetales bovinas (Mebus et al., 1971). Debido a su morfologia en forma de rueda,
estos nuevos virus causantes de gastroenteritis fueron llamados rotavirus, del término en
latin “rota” que significa rueda. Finalmente, en 1979, Matthews establecié el género
Rotavirus e incorpor0 este nuevo género a la familia Reoviridae (Matthews, 1979). Esta
familia estd compuesta por virus de estructura icosaédrica sin envoltura lipidica cuya
capside esta formada por capas concéntricas de proteinas con un didmetro de entre 60 y
80 nm. EI genoma esta cosntituidos por 10 a 12 segmentos de ARN de doble cadena
(ARNDc) lo que que permite que se produzcan recombinaciones y reordenamientos
genéticos. La replicacion de los virus pertenecientes a la familia Reoviridae tiene lugar
en el citoplasma celular, en unas estructuras subcelulares ricas en proteinas viricas

Ilamadas viroplasma.
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Dentro de la familia Reoviridae se agrupan doce géneros diferentes:
Orthoreovirus, Orbivirus, Rotavirus, Coltivirus, Aquareovirus, Seadorvirus, que afectan
a vertebrados; Cypovirus, que afectan a invertebrados; Fijivirus, Phytoreovirus y
Oryzavirus que afectan a plantas, y por ultimo, Idnoreovirus y Mycoreovirus, que

afectan a insectos (Tabla 1).

Familia Género

Especie tipo

Aquareovirus

Aquareovirus A

Cypovirus

Cypovirus 1

Coltivirus

Fiebre por garrapatas del
Colorado

Fijivirus

Virus de la enfermedad de Fiji

Reoviridae Idnoreovirus

Idnoreovirus 1

Mycoreovirus

Mycoreovirus 1

Orbivirus

Virus de la lengua azul

Orthoreovirus

Orthoreovirus de mamiferos

Oryzavirus

Virus del arroz mellado atrofiado

Phytoreovirus

Virus del arroz enano

Rotavirus

Rotavirus grupo A

Seadornavirus

Virus Banna

Tabla 1. Géneros clasificados en la familia Reoviridae (V111 Report of the International Committee
on Taxonomy of Viruses, 2005).

1.2. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y BIOLOGICAS

Rotavirus constituye un género dentro de la familia Reoviridae, en la que los
miembros de esta familia comparten caracteristicas comunes.

Estructuralmente, los rotavirus son virus de simetria icosaédrica, de 75 nm de
diametro, carentes de membrana lipidica, con tres capas proteicas que conforman la

capside virica, en la que se encuentran las enzimas necesarias para la transcripcion de
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sus ARN mensajeros.

El genoma esta constituido por 11 segmentos de ARN bicatenario distinguibles
electroforéticamente, con tamafios que oscilan entre 660 pb (segmento 11) y 3.300 pb
(segmento 1), que codifican seis proteinas estructurales y seis no estructurales (Figura
1). Los segmentos gendmicos comienzan siempre con una guanina y estan seguidos por
secuencias conservadas en la zona no codificante. La zona codificante de la proteina
(“open reading frame” ORF), al menos una por cada segmento gendmico, se encuentra
flanqueada por secuencias conservadas no codificantes (Figura 2). Cada segmento de
ARN genomico codifica al menos una proteina.

La naturaleza segmentada del ARN facilita los reordenamientos del genoma cuando
las células se infectan con diferentes cepas de rotavirus. En cuanto a su replicacion, se
realiza en el citoplasma en diferentes regiones de la célula, caracterizadas por contener
concentraciones diferentes de Ca?* (Estes et al., 2001). Primeramente, se observan en el
citoplasma estructuras nuevas Ilamadas viroplasmas, que corresponden a la acumulacion
de productos virales: proteinas, ARN y particulas virales precursoras que tienen
solamente dos capas proteicas (DLP). Luego, las DLP entran en el reticulo
endoplasmatico (RE) donde terminan su proceso de maduracién. Para ello, interactian
con un receptor intracelular en la membrana del RE, la proteina NSP4, que corresponde
a una glicoproteina viral no estructural. La internalizacion ocurre por gemacion donde
las particulas adquieren transitoriamente una cubierta lipidica que contiene
constitutivamente la VVP7 (proteina estructural). En el transcurso de este evento, la otra
proteina externa, VP4, esta también internalizada desde el citoplasma, probablemente a
través de una asociacion a NSP4 y/o VP7, cuyos detalles se desconocen. Dentro del RE,
se produce la exclusion de NSP4 y de los lipidos de la membrana. Paralelamente, VP7 y

VP4 son reubicados sobre las particulas para formar la Gltima capa proteica de la
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capside.

Fig. 1. Patrones electroforéticos de ARN viral de distintas cepas de rotavirus en un gel de
poliacrilamida tefiido con nitrato de plata.

\ ORF
- |

5 3
AUG
Segundo cododn de inicio

GGCUUUUAAA en fase o fuera de fase AUGUGACC
AA A UU U UGUG

Fig. 2. Estructura de un fragmento génico de rotavirus.

El virus es estable a 20°C - 40°C cuando se mantiene en una concentracion 1,5 mM
de calcio, con estabilidad y en un rango de pH de 3 a 9. Este virus puede multiplicarse
en cultivos celulares con dificultad. La linea celular clasicamente utilizada para su
cultivo ha sido MA-104, con la incorporacién de tripsina (1 pg/ml) al medio (Ramia y

Sattar, 1980; Wyatt et al., 1983).
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En cuanto a su infectividad, la cepa de simio SA11 mantiene la misma a valores de
pH entre 3,3 y 10, y no es inactivada por éter, cloroformo, fluorocarbonos, proteasas ni
ciclos de congelacion y descongelacion (Estes et al., 1983). Pierde infectividad después
de incubacion en Cl,Mg, Cl,Ca, EDTA y tras calentamiento en CINa durante 15
minutos a 50°C. Asimismo, estos virus pierden la capside externa y son menos
infectivos bajo la accion de agentes quelantes del calcio (Estes et al., 1979). Entre los
desinfectantes més efectivos frente a rotavirus se encuentran el etanol al 95% vy el
hipoclorito sddico (Tan y Schnagl, 1981; Abad et al., 1994). Ademas, se ha demostrado
que los rotavirus sobreviven al tratamiento estandar con cloro en depdsitos de agua

contaminada (Smith y Gerba, 1982).

1.3. CLASIFICACION DE ROTAVIRUS

Los Rotavirus se clasifican en grupos, subgrupos y genotipos segun las
propiedades antigénicas de las proteinas de su cépside. La proteina VP6 es la
determinante de la especificidad de grupo y de subgrupo. En la antigenicidad de esta
proteina se basan la mayoria de los ensayos diagndsticos (ELISA, aglutinacion de
particulas de latex, inmunocromatografia).

En la actualidad existen 7 grupos denominados con las letras de laAala Gy los
subgrupos, I, I, 'y I1'y ni I ni Il en el grupo A (Estes, 2001). Los grupos A, B y C son
los que producen infeccion en el hombre. Los grupos D, E, F y G Unicamente han sido
descritos en animales hasta el momento (Coulson, 1996). La clasificacion en genotipos
se basa en las diferencias antigénicas de las proteinas de la cubierta externa VP7 y VP4,
Los genotipos “G”, se denominan asi por la naturaleza glicosilada de la proteina VP7 y
los genotipos “P” por la proteasa de la proteina VP4.

Hasta el momento se han descrito 15 genotipos G y 24 genotipos P (Estes et al.,
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2001; Santos y Hoshino, 2005). Los genotipos G1, G2, G3 y G4 son los predominantes
en todo el mundo (Ciarlet y Liprandi, 1994; Christensen, 1999; Gouvea y Santos, 1999).
Se han descrito también infecciones por los genotipos G5, G6, G8, G9, G10 y G12
(Radwan et al., 1997; Santos et al., 1998; Unicomb et al., 1999; Bon et al., 2000). Los
genotipos circulantes pueden variar dentro de una misma region a lo largo de las
distintas temporadas (Woods et al., 1992; Haffejee, 1995; Gentsch et al., 1996; Cunliffe
et al., 2001), hecho que se ha descrito también en nuestro pais (Wilhelmi et al., 1999;
Buesa et al., 2000; Cilla et al., 2000; Tellez et al., 2008; Tellez Castillo et al., 2010).

Los serotipos P se han clasificado mediante técnicas de neutralizacion en
serotipos y subtipos P: 1A, 1B, 2A, 2B, 3, 4, 5y 8 (Christensen, 1999). Hoy dia se
utiliza més la clasificacion segun las técnicas moleculares de genotipado y se
recomienda incluir en corchetes el nimero del genotipo para diferenciarlo del serotipo
determinado por neutralizacion (Gentsch et al., 1996). Hasta el momento se han descrito
24 genotipos P en relacion con la proteina VP4, siendo los méas frecuentes los genotipos
P[4], P[6], P[8] (Gentsch et al., 1996; Santos et al., 2005). Aunque cabria pensar que los
genotipos G y P son independientes, existen asociaciones que se repiten con mayor
frecuencia, como son G1, G3 y G4 con el genotipo P[8] y el G2 con el P[4] (Gentsch et
al., 1996).

Recientemente, ha sido propuesto un nuevo sistema de clasificacién para
rotavirus siendo una extension del aplicado anteriormente (VP4, VP7, VP6 y NSP4), en
el cual se utiliza la identidad de los 11 segmentos gendmico de ARN (Matthijnssens et
al., 2008; Matthijnssens et al., 2011), para asi definir los diferentes genotipos para cada
segmento del genoma. Se ha propuesto una nomenclatura para la comparacion de
genomas completos de rotavirus de la siguiente manera: Gx-P[x]-1x-Rx-Cx-Mx-Ax-NXx-

Tx-Ex-Hx para definir los genotipos de VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-NSP2-

10
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NSP3-NSP4-NSP5 respectivamente. Este sistema se ha establecido con el fin de

establecer un orden en los genotipos actuales y en los nuevos genotipos. De esta

manera, al estudiar los genomas completos de cepas de rotavirus se pueden identificar

los nuevos genotipos de cada uno de los once segmentos gendmicos, ayudando a

minimizar los errores y evitando duplicaciones. La estrategia propuesta de clasificacion

actual de los genotipos, se presenta en la figura 3.

Nueva secuencia de ¢Tengo la
nucleétidos de uno de los secuencia
11 segmentos del genoma : completa

de rotavirus del ORF?

No

Fueron
mas de
500 nty al

Ha utilizado la busqueda
de BLAST para comparar
la nueva secuencia con
las secuencias
pertenecientes a los
genotipos establecidos

¢ Existe una
similitud por
encima del
cut-off
establecido
entre la
nueva
secuencia y
una
secuencia
perteneciente
al genotipo

Sl

4

menos
50% de la
ORF

No debe asignarse el genotipo
sobre la base de menos de 500
nucledtidos, o con menos del 50%
de la secuencia del ORF

Ha utilizado la busqueda
de BLAST para comparar
la nueva secuencia con
las secuencias
pertenecientes a los
genotipos establecidos

¢ Existe una
similitud por
encima del 2%
cut-off
establecido
entre la nueva
secuencia y
una secuencia
perteneciente al
genotipo “A"?

La nueva secuencia se
le puede asignar el
genotipo "A"

Secuencia debe ser presentada a la
RCWG para el andlisis y la Asignacion
del nimero de genotipos adecuados

Antes de que le pueda asignar un nimero de un
genotipo nuevo a esta secuencia, la secuencia

completa del ORF debe ser reanalizada y enviada a

laRCWG

Fig. 3. Diagrama de flujo para la clasificacién de los genotipos de rotavirus segun el RCWG

(Rotavirus Classification Working Group).
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1.4. ESTRUCTURA PROTEICA

Las proteinas codificadas por el genoma de rotavirus son seis proteinas
estructurales que se denominan con las iniciales VP (“viral protein™) seguidas de un
numero (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7) y seis proteinas no estructurales que se
designan con las iniciales NSP (“non-structural protein”) seguidas de un nudmero

(NSP1-NSP6) (Figura 4).

GENOME ENCODED VIRION SCHEMATIC
SEGMENTS PROTEINS (Protein Locations)

\NSPI - —

™

B 11_<:NSP6 (Not Visible,

off bottom of gel)

Fig. 4. Estructura tridimensional de la particula de rotavirus. Numeracion de los segmentos
genomicos que codifican las diferentes proteinas en funcién de su movilidad electroforética. Y su
correspondencia con estas proteinas.

1.4.1. Proteinas estructurales

Las proteinas estructurales VP7 y VP4 constituyen la capside externa. La VP7
corresponde a la parte lisa de la cubierta y la VP4 a las espiculas (VP4 se divide en las
subunidades VP5* y VP8* debido a la digestion con tripsina). Ambas proteinas son los

unicos antigenos virales que inducen independientemente la formacién de anticuerpos
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neutralizantes (Yeager et al., 1990; Franco et al., 1996). La capside interna esta formada

por la proteina VP6, que se distribuye en 260 trimeros, y el core por 120 polipéptidos de

VP2 distribuidos en 60 dimeros (Estes et al., 2001). En el interior del core se encuentran

los 11 segmentos gendmicos y la ARN polimerasa constituida por las proteinas VP1 y

VP3 (Figura 5). Cada una de las proteinas estructurales posee una funcion descrita de

forma resumida en la tabla 2.

middle capsid (VPG subgroup antigeny

inner capsid (VP2)

segmented dsRNA genome
VI (P serotype)

VPT (G .a-crut}'pu]} outer capsid
VP1/VP3

Fig. 5. Esquema de proteinas estructurales de rotavirus.

Segmento Proteina
gendémico

Localizacion

Funcion

VP1

interior del core

ARN-polimerasa; forma el complejo
transcripcional con VP3

VP2

core

Unién al ARN, necesario para actividad
replicasa con VP1

VP3

interior del core

Guanililtransferasa; metiltransferasa;
complejo transcripcional con VP1

VP4(VP5+V/P8)

capside externa (espiculas)

Hemaglutinina, unién a los receptores,
factor de virulencia; ag. neutralizante P

VP6

capside interna

Antigeno de grupo y subgrupo

VP7

capside externa

Glicoproteina, antigeno inductor
anticuerpos neutralizantes (tipo G)

Tabla 2. Funcién y localizacién de las proteinas estructurales de rotavirus
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1.4.1.1. Proteina VP4

La proteina VP4 es el producto del cuarto segmento genémico, no glicosilado.
Tiene un peso molecular de 88 kDa, encontrandose en la parte mas externa de la capside
formando dimeros que constituyen las 60 espiculas del virion.

Posee una longitud de 776 aminoéacidos en la mayoria de rotavirus aislados en
animales, 0 775 en el caso de la mayoria de las cepas aisladas en humanos, en las cuales
falta el aminodcido situado entre las posiciones 134 y 136. Esta proteina es un
importante determinante antigénico, ya que es capaz de inducir la produccion de
anticuerpos neutralizantes de la infeccion por rotavirus (Hoshino et al., 1995). Esta
caracteristica permite la clasificacion de los rotavirus del grupo A en diferentes serotipos
P. También es una proteina clave en la infectividad viral: se ha demostrado que es un
determinante de virulencia en ratones y cerdos (Espejo et al., 1981; Estes et al., 1981;
Offit et al., 1986), asi como para la induccién de anticuerpos neutralizantes (Hoshino et
al., 1985; Offit y Blavat, 1986). La VP4 de muchas cepas de origen animal posee la
capacidad de aglutinar hematies, actuando como una hemaglutinina viral. No se observa
esta capacidad hemaglutinante en las cepas de rotavirus humanos.

La proteina VP4 de rotavirus es escindida en dos polipéptidos por la accién de la
tripsina. Esta escision ocurre en aminoacidos conservados (arginina 241 y 247), aunque
la arginina 247 es el lugar principal de escision (Lopez et al., 1985). La accion de
proteasas sobre la proteina VP4 aumenta la infectividad de rotavirus (Ramia y Sattar,
1980; Espejo et al., 1981; Estes et al., 1981; Wyatt et al., 1983). Se han demostrado
cambios conformacionales en las espiculas de virién al ser incubados éstos con

concentraciones crecientes de tripsina (Crawford et al., 2001), aunque los cambios

14
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estructurales y fisicoquimicos ocurridos en las espiculas después de la proteolisis no
estan definidos en tu totalidad.

Las proteinas VP5* y VP8* son los productos de la protedlisis de esta proteina;
siendo VP8* el fragmento amino-terminal (28 kDa), y VP5* extremo carboxi-terminal

(60 kDa) de la proteina VP4 (Figura 6 y 7).

Rv

E Region varable (RV)
[0 Region conservada (RC)

Dominio de fusion  RC

VPs"

¥ Lugares de corie de la tripsina

Fig. 6. Representacion esquematica de la proteina VP4 de rotavirus. Regiones variables y
conservadas de la proteina y lugares de corte por tripsina (VP5* y VP8%).

Las espiculas de VP4 resultan s6lo evidentes en las particulas viricas maduras
tras ser tratadas con tripsina, que genera los fragmentos VP8* y VP5* (Crawford et al.,
2001). Los dos productos de la escision con tripsina permanecen asociados en el virién,
aunque la ubicacion topografica exacta de VP5* y VP8* en la espicula han sido motivo
de controversia. Mediante estudios estructurales de mutantes de escape con un
anticuerpo monoclonal que identifica VP5* se observd que el extremo distal de la
espicula contiene un dominio dentro de la regién VP5* (Prasad et al., 1990). La
digestion proteolitica de VP4 activa la infectividad del virus (Estes et al., 1981). Antes
de ser escindidas, las regiones externas de la VP4 probablemente se encuentran
flexiblemente plegadas hacia la base de la espicula, que esta fijada por la VP7 a la

capside interna (Dormitzer et al., 2004). Cada espicula contiene tres copias de VP4. La
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parte mas distal de la espicula parece estar formada por un dimero y encontrarse
desplazada del eje. La criomicroscopia electronica ha demostrado que la base consta de
un trimero de simetria triple (Li et al., 2009). Esta falta de correlacion en las simetrias

sugiere que la estructura de la espicula depende de un estimulo apropiado.

(membrane)

trim tion

Fig.7. Modelo de la estructura de VP4. La secuencia de reordenamientos conformacionales en el
diagrama comienza con la disociacion de VP8*, seguida por la formacién de una superficie
intermedia que origina asi un trimero, que se extiende por el lado hidrofébico a una membrana.
Esta interaccion aumenta el rendimiento de VP5*. Original de Kim et al. (2010) J. Virol. 84:6200-7.

Los estudios realizados recientemente sobre la estructura de VP4 sugieren el
modelo representado en la Figura 7 (Kim et al., 2010). La VP4 digerida con tripsina
forma la espicula, en la que existe un “cuerpo” integrado por dos de los tres fragmentos
de VP5*; dos fragmentos VP8* asociados cubren el extremo hidrofébico de los
dominios VP5* agrupados en barril beta. Las tres subunidades VVP5* constituyen la base

C-terminal, que es estabilizada por un trimero de VP7.

1.4.1.2. Proteina VP7
La proteina VP7 es la proteina mas abundante del virion, ya que constituye el
30% de la proteina viral (Mattion et al., 1994). El gen de la proteina VVP7 codifica 326

aminoéacidos. En la mayoria de las cepas estudiadas es codificada por el segmento 9. La
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movilidad electroforética de este segmento puede variar, migrando en la posicion 7 u 8
en la cepa RRV o UK, respectivamente (Dyall-Smith y Holmes, 1981). Es una proteina
glicosilada de la capside externa del virion de rotavirus. La secuencia de glicosilacion
puede variar de unas cepas a otras (posiciones 69-71), siendo la secuencia Asn-Ser-Thr
(Kouvelos et al., 1984; Gunn et al., 1985; Nishikawa et al., 1989) (Figura 8).

El ORF de 326 amino&cidos comienza con un coddn de inicio con una secuencia
consenso débil, sequido por una zona hidrofobica (H1) y un segundo codén de inicio en
fase, esta vez precedido por una secuencia consenso fuerte. Este segundo codon ATG de
iniciacion también va seguido por una zona hidrofébica (H2). Estas secuencias
hidrofébicas actuan dirigiendo a la proteina VP7 hacia el reticulo endoplasmatico (RE),
Ilevandose a cabo su glicosilacion durante la entrada de la proteina. El péptido sefial que
dirige la proteina VP7 al RE es escindido en la glicina 51 en la mayoria de las cepas de
rotavirus, de forma que los dos dominios hidrofébicos no estan presentes en las
proteinas maduras (Stirzaker et al., 1987). La proteina VP7 al quedar insertada en el
reticulo endoplasméatico queda orientada hacia el lumen, y una vez asociada a la
membrana es resistente a la digestion por estas enzimas. Sin embargo, la proteina VP7
carece de la secuencia KDEL que se ha visto que promueve la retencién en el RE de
otras proteinas (Munro y Pelham, 1987).

En el virion, las moléculas de VP7 se asocian formando trimeros de forma
triangular rodeando los canales acuosos de la cépside externa con simetria T=13. Los
trimeros muestran una pequefia depresion en el centro, y estan conectados unos con
otros en los lados. Cada virion tiene 780 moléculas de VP7 (260 trimeros), siendo el
grosor total de la capside externa de ~35 A.

VP7 es el antigeno que establece la clasificacion de los serotipos G de rotavirus,

atendiendo a la presencia de anticuerpos neutralizantes que reconocen esta proteina.
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H1 H2 Sifio de unidn a Ca?* Secuencia conservada Secuencia conservada
Dominics hidrofobicos enA ByC enA ByC

O 20 2532 37 53 65 76 A7 100 118 132 141 150 ms oz 235 242
L 1 1

L1 L L1
YR1 VR2 VR3a VR4 VRS VRE VR7 VRE VRE

-+ Ssitio de giicosilacian
VR Regiones altamente divergentes enire los diferentes serotipes de los rotavirus del grupo & , pero muy conservadas dentro del mismo serofipo

Fig. 8. Representacion esquematica de la proteina VP7 de rotavirus. Dominios hidrofdébicos de la
proteina (H1, H2); sitio de corte del péptido indicado como Q51. Sitio de glicosilacion (aa 69).
Secuencias conservadas entre cepas del mismo serotipo.

1.4.2. Proteinas no estructurales

Las proteinas no estructurales (NSP) de rotavirus son codificadas por diferentes
segmentos gendmicos. Estas proteinas no forman parte de la estructura del viriéon y son
sintetizadas en el citoplasma de la célula durante la infeccion y tienen diferentes
funciones relacionadas con la replicacion viral, control de sintesis de proteinas celulares
y virales, empaquetamiento de los genes virales y maduracion de la particula viral en el
interior celular. El papel de las proteinas no estructurales y su correspondiente segmento

gendmico se resume en la siguiente tabla:
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Segmento | Proteina Funcion
genémico

NSP1 Unidn al citoesqueleto; puede inhibir la
respuesta del interferén durante la infeccion
(Graff et al., 2002)

Replicacion viral (ARN); inhibe la sintesis
proteica celular
(Padilla-Noriega et al., 2002)

Union a ARN, NTPasa
(Vende et al., 2002)

Receptor intracelular, enterotoxina,
papel en la morfogénesis
(Ball et al., 1996; Kirkwood y Palombo, 1997)

Replicacion viral, interaccion con VP2, NSP2
(Vende et al., 2002)
Replicacion viral, interaccion con NSP5
(Torres-Vega et al., 2000)

Tabla 3. Funcion de las proteinas no estructurales de rotavirus.

1.4.2.1. Proteina NSP4

La proteina no estructural NSP4 es codificada por el segmento 10, consta de 175
aminoacidos y sirve como receptor intracelular en la membrana del reticulo
endoplasmatico de las particulas de doble capa e interactia con las proteinas de la
capside viral (Taylor, 2003). Ademas, se ha descrito que la proteina NSP4 posee
actividad enterotoxigénica, que se encuentra ubicada entre los aminoacidos 114 y 135
(Ball et al., 1996). Los cambios en su actividad han sido asociados con modificaciones
en esta region (Ball et al., 1996; Zhang et al., 1998). Sin embargo, muchos estudios han
demostrado que NSP4 no es un factor determinante de patogenicidad en las infecciones
por rotavirus (Lee et al., 2000; Lin y Tian, 2003), por lo cual otros estudios han
intensificado sus investigaciones debido tanto a su intervencién en la morfogénesis

como en la fisiopatologia de las infecciones por rotavirus.
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En la secuencia de la proteina NSP4 existen dos zonas claramente definidas:

1) porcion amino-terminal: encargadas de dirigir la proteina hacia el reticulo

endoplasméatico donde la proteina serd glicosilada. Dicha porcion posee tres
zona hidrofobicas (H1, H2, H3) (Estes, 2001).

2) porcion carboxi-terminal: donde se encuentran la mayoria de las actividades de

la proteina NSP4, es hidrofilica y queda expuesta hacia el citoplasma celular

(Fig. 9).

T 21 28

| |
T 1
+ _+__ 4g Desestabilizacion membranas 91

Unidn VPG
85

Retencion reticulo endoplasmatico

-4 Sitio de glicosilacion
mmmm Péptido toxigenico

Fig.9. Representacion esquematica de la proteina NSP4 de rotavirus. Se indican la region del
péptido toxigénico, los dominios hidrofébicos (H1, H2, H3), el dominio de unién a VP6 y los sitios de
glicosilacion en la region hidrofébica (H1), que es la Unica que queda orientada hacia el lumen.

Como se ha expuesto anteriormente, dentro de las funciones descritas la proteina
NSP4 acta como receptor intracelular en el proceso de morfogénesis de rotavirus, para
que las particulas viricas inmaduras sean internalizadas en el reticulo endoplasmatico.
La region de la proteina implicada en este reconocimiento se encuentra en los Gltimos
20 aminoacidos de la cola citoplasmatica de la proteina (Au et al., 1989; Meyer et al.,
1989; Au et al., 1993; Olivo y Streckert, 1995; Taylor et al., 1996; O'Brien et al., 2000).

La proteina NSP4 queda retenida en el reticulo endoplasmaético, blogueando el trafico
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de membranas del reticulo endoplasmatico hacia el aparato de Golgi (Xu et al., 2000).
La region implicada en la retencion de NSP4 en el aparato de Golgi se encuentra entre
los aminoécidos 85 y 123 de la region citoplasméatica de NSP4 (Mirazimi et al., 2003).

Otra de las funciones descritas para NSP4 de rotavirus es su capacidad para
desestabilizar membranas durante la morfogénesis viral, lo que estaria relacionado con
la pérdida de la envuelta lipidica después de la internalizacion de particulas inmaduras
en el reticulo endoplasmatico. Esta capacidad se encuentra entre los aminoécidos 48 a
91 de la proteina (Tian et al., 1996; Browne et al., 2000).

En 1996 Ball y colaboradores (Ball et al., 1996) describieron la capacidad de
producir diarrea tanto de la proteina completa como del péptido sintético que contiene
los aminoécidos 114 a 135 de la proteina NSP4 (péptido NSP4414.135), movilizando el
calcio del reticulo endoplasmatico hacia el citoplasma y estimulando asi la salida de
iones cloruro y agua al exterior celular (Tian et al., 1995; Ball et al., 1996; Dong et al.,
1997; Morris et al., 1999), siendo asi la primera enterotoxina de origen virico descrita.

De acuerdo con los andlisis de la secuencia del gen NSP4 se diferenciaron
inicialmente seis genotipos: A (KUN), B (Wa), C (AU-1), D (EW) E (PO-13) y F (Ch-1,
avian-like). Los genotipos A, B y C se detectaron en humanos, mientras que los
genotipos D, E y F, lo fueron en animales (Mori et al., 2002; Iturriza-Gomara et al.,
2003; Lin y Tian, 2003). Se describié que cada genotipo NSP4 se relaciona con la
especie animal que infecta (Ciarlet et al., 2000). También se ha observado que las
combinaciones G1P[8], G3P[8] o G4P[8] pertenecen generalmente a cepas del genotipo
B, mientras que las cepas del genotipo A presentan generalmente la combinacion
G2P[4] con un electroforetipo corto (Cunliffe et al., 1997). Actualmente se han descrito
14 genotipos NSP4, denominados E (de enterotoxina): E1-E14 (Matthijnssens et al.,

2011).
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1.4.2.2. Otras proteinas no estructurales

Todas las proteinas no estructurales, excepto NSP4, interaccionan con los acidos
nucleicos y estan implicadas, al igual que NSP4, en la replicacion viral. NSP1 es la
menos conservada de todas las proteinas viricas, mostrando mas variaciones de
secuencia que VP4 y VP7 (Estes et al., 2001). Contiene un dominio relativamente
conservado “en dedo de zinc”, pero estd ausente en algunas cepas, por lo que no parece
esencial para la replicacion virica (Okada et al., 1999). NSP1 no es imprescindible para
la replicacién, al menos en cultivo celular, y algunos estudios han implicado este gen
como factor de virulencia en el raton (Broome et al., 1993).

NSP2 es una NTPasa que se localiza en los viroplasmas, desestabiliza dobles
hélices y puede estar implicada en la encapsidacion de ARN y en la virulencia
(Taraporewala et al., 1999; Vende et al., 2000).

NSP3 se une al extremo 3° del ARNm viral y representa el prototipo de una clase
de proteinas que se unen a secuencias especificas de ARN que s6lo requieren 4
nucleétidos para su reconocimiento (Poncet et al., 1994). NSP3 se une al factor de
iniciacion de la traduccion elF4G e inhibe la sintesis de proteinas celulares, actuando de
forma similar a la proteina celular PAPB al unirse a poli-A. Ademéas, NSP3 incrementa
la traduccion de los ARNm virales (Vende et al., 2000).

NSP5 es una fosfoproteina o-glicosilada que se autoensambla en dimeros y
posee actividad auto-quinasa (Blackhall et al., 1997). Cuando se coexpresan en células
no infectadas, NSP2 induce una hiperfosforilacion de NSP5 (Afrikanova et al., 1996).
NSP6 es codificada por un ORF alternativo en el fragmento 11, se acumula en

viroplasmas e interacciona con VP5 (Torres-Vega et al., 2000).
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1.5. IMPORTANCIA SANITARIA DE ROTAVIRUS:

MORBILIDAD Y MORTALIDAD

La enfermedad diarreica aguda (EDA) es un problema importante en la
poblacién infantil, presentdndose entre 2,6 y 3,3 episodios/nifio/afio en menores de 5
afos, y 5 episodios/nifio/afio en menores de un afio (Chaparro et al., 2002) .

No obstante, la incidencia de la diarrea en nifios menores de 5 afios varia segun
la region geografica y la edad. En los paises en vias de desarrollo se puede observar una
incidencia de 2,2 episodios/nifio/afio a 10,6 episodios/nifio/afio en nifios menores de dos
afios (Urrestarazu et al., 1999), produciéndose 600.000 muertes anuales por esta causa
(OMS, 1999). En los paises desarrollados la situacién cambia, a pesar de que la
morbilidad sigue siendo alta (38 millones de casos/afio), requieren ingreso hospitalario
un 9% de los nifios menores de 5 afios y la mortalidad es baja (325-425 casos/afio)
(Alcalde Martin et al., 2002).

La EDA puede ser producida por diversos agentes, incluyendo bacterias,
parasitos y virus. Los virus asociados mas frecuentemente a las gastroenteritis agudas
son, en primer lugar, los rotavirus, seguidos de astrovirus, calicivirus (norovirus y
sapovirus) y adenovirus, sumandose a todos éstos en los ultimos afios, coronavirus y
torovirus (Ciruela et al., 2004).

La infeccion por rotavirus ocurre en todas las areas del mundo y es la causa mas
comun de diarrea grave en los nifios pequefios. Casi todos adquieren la infeccion antes
de 3 a 5 afios de edad. A las infecciones por rotavirus se atribuyen 111 millones de
episodios graves de diarrea, que originan 527.000 muertes anuales, lo que constituye el
29% de todos los fallecimientos por diarrea en nifios menores de 5 afos (Parashar et al.,

2009). En Europa, entre el 6% Yy el 11% de todos los ingresos hospitalarios de nifios
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menores de 5 afios son debidos a gastroenteritis y entre el 14% y el 54% de los ingresos
la causa principal es la infeccion por rotavirus (Berner et al., 1997; Desenclos et al.,
1999; Fischer, 2001; Ehlken et al., 2002; Roman et al., 2003; Tellez Castillo et al.,
2008).

En los paises industrializados, en los que la mortalidad debida a gastroenteritis
por rotavirus es muy baja, el impacto de la enfermedad viene dado por su alta
morbilidad y por la frecuencia de ingresos hospitalarios que produce (Glass, 1996).
Diversos estudios europeos sefialan rotavirus como responsable del 20 al 60% de los
casos de gastroenteritis que requieren hospitalizacion, mientras que disminuye su
porcentaje en los que pueden manejarse de forma ambulatoria (Caprioli et al., 1996;
Johansen et al., 1999; Koopmans y Brown, 1999; Iturriza-Gomara et al., 2000). En
Australia se encuentran cifras similares (Barnes et al., 1998). En EEUU se ha estimado
que uno de cada 73 nifios habré sido hospitalizado por diarrea por rotavirus A en los

primeros 5 afios de vida (Glass et al., 1996) (Tabla 4).

Pais Referencia ARos Porcentaje de casos
por rotavirus

Espafia (Wilhelmi et al., 1999) 1996-1997 45 %
Reino Unido (lturriza-Gomara et al., 2000) 1995-1998 81,8 %
Vietnam (Nguyen et al., 2001) 2000-2003 55 %
Singapur (Boudville et al., 2006) 1997-2004 92 %

Brasil (Cardoso et al., 2003) 1986-2000 14,4 %
Brasil (Santos et al., 2003) 1997-1999 23%
Colombia (Urbina et al., 2003) 1998-2000 36,6%
Venezuela (Salinas et al., 2004) 1998-2002 23%
Argentina (Cuestas Montanes et al., 2005) | 2002-2003 45,2 %

Tabla 4. Porcentajes de casos de gastroenteritis infantil producidos por rotavirus.
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1.6. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE ROTAVIRUS

La epidemiologia molecular se ha definido recientemente como "una ciencia que
estudia la contribucion de los posibles factores de riesgo genéticos y ambientales,
identificados a nivel molecular, a la etiologia, la distribucion y la prevencion de la
enfermedad en las familias y en todas las poblaciones”. ("What is Molecular
Epidemiology?". Molecular Epidemiology Homepage. University of Pittsburgh. 28 July

1998. http://www.pitt.edu/~kkr/molepi.html).

Este nuevo campo surge por la integracion de la biologia molecular en la
investigacion epidemioldgica tradicional. Los objetivos de la epidemiologia molecular

son muy amplios e incluyen:

- Los estudios descriptivos y analiticos para evaluar las interacciones del medio
ambiente con el hospedador en la produccion de la enfermedad.
- El desarrollo de estrategias de prevencion para el control de las infecciones
bacterianas, parasitarias y viricas a través del diagnostico molecular.
- La prevencién de las enfermedades no transmisibles y las enfermedades genéticas
mediante la evaluacion de riesgos y la identificacion de individuos susceptibles a través
de analisis genéticos.

El logro de estos objetivos depende de la disponibilidad de:
- equipos de biotecnologia avanzada y reactivos para el analisis de los posibles factores
de riesgo genéticos y ambientales.
- epidemidlogos moleculares entrenados, capaces de integrar la biologia molecular en la
investigacion epidemioldgica y en la practica de la salud publica.

Al reconocerse a los rotavirus como la principal causa de gastroenteritis aguda
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en nifios pequefios se promovio pronto la investigacion de estas infecciones aplicando
técnicas moleculares. Inicialmente se realizaron analisis del ARN gendmico de las cepas
de rotavirus mediante la electroforesis de los segmentos gendmicos en geles de
poliacrilamida (PAGE). Otra técnica usada para el estudio epidemioldgico es la
caracterizacion del genogrupo (“genogrouping™) que consiste en una combinacién de
hibridacion de 4acidos nucleicos corrida en geles de poliacrilamida, permitiendo
evidenciar relaciones de homologia entre segmentos gendmicos de distintas cepas.la
identificacion de genogrupos ha sido til para clasificar a los rotavirus en grupos que
comparten gran homologia (genogrupos) y para identificar el origen de segmentos
especificos de RNA en virus con recombinaciones genémicas (“reassortants’), por
ejemplo aquellos involucrados en transmision inter-especies. El estudio de genogrupos
permitid individualizar los tres genogrupos principales de rotavirus humanos: tipo Wa
“Wa like”, tipo DS-1 “DS-1 like” y tipo AU-1 “AU-1 like”.

Actualmente se utiliza la identificacion de electroferotipos por PAGE y de
genogrupos para el seguimiento de la diseminacion de las cepas y para el estudio de

aparicion de recombinantes genomicos, respectivamente.

La descripcion de perfiles o patrones electroforéticos de las distintas cepas sirve
para examinar también aislados de diferentes brotes epidémicos, zonas geograficas,
periodos, etc. Se ha podido constatar en las cepas circulantes de rotavirus en la
comunidad un alto grado de diversidad genética, como sucede con muchos virus de
ARN, ademas de mostrar diferentes genotipos G y P y una variedad de combinantes de
estos. Mediante otras técnicas como el mapeo de oligonucledtidos y los analisis de
hibridacion se comprobd que estas variaciones estaban enmarcadas en tres mecanismos

importantes para la evolucion genética y diversidad de rotavirus: 1) “drift” (derivas o
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deslizamientos), 2) “shift” (saltos o cambios bruscos) y 3) ‘“rearrangement”

(reordenamiento) (Sanders, 1985).

1) “Drift” (derivas o deslizamientos): la tasa de mutacion de rotavirus se ha calculado
aproximadamente en < 5 x 10™ por nucleétidos por repeticién, originando por lo menos
una mutacién en un nuevo genoma de rotavirus (Blackhall et al., 1996 828). Las
mutaciones puntuales pueden acumularse y dar lugar a variaciones intratipicas
identificadas por la existencia de linajes dentro de los genes de las proteinas
estructurales VP7 y VP4 de determinados genotipos G y P. Dichas mutaciones puntuales
pueden dar lugar a cambios antigénicos, ocasionando la aparicion de mutantes de escape

de anticuerpos.

2) “Shift” (saltos o cambios bruscos): la infeccion de una misma célula por méas de una
cepa de rotavirus puede producir una progenie de virus recombinantes (‘“reassortants”).
Como las proteinas estructurales (VP7, VP4 y VP6) son codificadas por diferentes
segmentos génicos, el nimero de combinaciones posibles es muy elevado, y muchas de
estas diferentes combinaciones han sido encontradas “in vivo”. Esta redistribucion
puede contribuir a la diversidad de rotavirus, y hay una evidencia creciente de que el
reordenamiento se lleva a cabo “in vivo”. También hay evidencias de que el
reordenamiento, a través de alteraciones en las interacciones proteina-proteina, puede
dar lugar a cambios en epitopos conformacionales, pudiendo contribuir a la evolucién
de los tipos antigénicos. La transmision entre especies y la consiguiente aparicion de
fendbmenos de recombinacion entre rotavirus animales y humanos ocasionan un

aumento en la diversidad de las cepas circulantes de rotavirus.
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3) “Rearrangement“(reordenamiento): consiste en un proceso de formacion de
empalmes (concatémeros) o de truncamientos de los segmentos génicos y sus ORFs,
ocasionando la produccion de nuevas proteinas con funciones que pueden estar

alteradas, contribuyendo a la evolucion de los rotavirus.

Estos mecanismos hacen que los rotavirus puedan sufrir recombinaciones de
segmentos “in vivo” y reordenamientos, independientemente de los genes responsables,
lo cual hace que la dotacion genética total de un aislado en particular no pueda ser
asumida “a priori”. Aunque, se observan combinaciones G/P tipicas en cada especie
animal también se ha documentado la circulacion de cepas recombiantes con
combinaciones humanas infrecuentes o con segmentos gendmicos adquiridos de cepas

animales.

A fin de determinar los genotipos circulantes en una region determinada, lo que
es imprescindible para el estudio de la evolucion viral, su interaccion con los huéspedes
y para el disefio y monitorizacion de planes de vacunacion, se han utilizado técnicas
inmunoldgicas y moleculares. Hasta mediados de los afios 90 se aplicaron técnicas
inmunoldgicas, detectdndose generalmente los serotipos G por ELISA con anticuerpos
monoclonales. Esas técnicas han sido reemplazadas casi totalmente por la tipificacion o,
mas estrictamente, la genotipificacion por RT-PCR. Esto fue impulsado por los
inconvenientes de la técnica de ELISA (necesidad de emplear varios monoclonales para
cada serotipo G para cubrir variantes intratipicas, ausencia de un suministro adecuado
de anticuerpos fiables anti-serotipos P) y la mayor fiabilidad y adaptabilidad de la RT-

PCR
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En Europa, la Red Europea de Vigilancia de Rotavirus (EuroRotaNet) esta
proporcionando informacion sobre la diversidad de las cepas de rotavirus circulantes en
el continente, permitiendo establecer comparaciones entre los genotipos circulantes en
los distintos paises, con y sin programas universales de vacunacion frente a rotavirus,
para asi conocer mejor la epidemiologia molecular y la evolucion genética de estos

virus.
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OBJETIVOS

En el presente estudio se pretende analizar la epidemiologia molecular de la
infeccion por rotavirus en el periodo 2005-2009 en tres ciudades de la Comunidad
Valenciana (Valencia, Sagunto y Castelldn), asi como realizar un analisis filogenético de
la variacion de secuencias de dos proteinas virales, VP7 y NSP4. Los objetivos

especificos propuestos son los siguientes:

1. Caracterizar los genotipos G (VP7) y P (VP4) de las cepas de rotavirus detectadas en
nuestra area geogréafica (Valencia y Castell6n) durante cuatro periodos (2005-06, 2006-
07, 2007-08, 2008-09) y determinar los genotipos mas prevalentes en la poblacién
estudiada, investigando especialmente las cepas del genotipo G9.

2. Describir los datos demogréaficos de la poblacion con infeccion por rotavirus,
atendiendo a la edad y al sexo.

3. Estudiar la variabilidad de los genes codificantes de las proteinas estructural VP7 y
no estructural NSP4 de las cepas de rotavirus G9 detectadas a lo largo del tiempo de
estudio (2005-09).

4. Analizar filogenéticamente los genes de las proteinas VP7 y NSP4 de las cepas de

rotavirus G9.
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EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE ROTAVIRUS EN
TRES DEPARTAMENTOS DE SALUD DE LA

COMUNIDAD VALENCIANA (2005-2009)
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3.1. ANTECEDENTES

Las infecciones por rotavirus afectan principalmente en la edad pediatrica y
constituyen la primera causa de gastroenteritis en nifios. Antes de los 5 afios, el 95 % de
los nifios se habran infectado por este virus (Parashar et al., 2003; Glass et al., 2005).

La distribucidn de genotipos de rotavirus es muy variable segun la regién geografica
y el periodo de tiempo analizado, como se ha demostrado en numerosos estudios (Tabla
5). Aunqgue en los diferentes trabajos revisados la combinacion G1P[8] ha sido la més
prevalente a lo largo del tiempo en diferentes partes de mundo, se observa claramente
que dentro de una misma regién pueden circular simultdneamente distintas
combinaciones de genotipos (Buesa et al., 2000; Cilla et al., 2000; Sanchez-Fauquier et
al., 2004).

La importancia de estos estudios radica en el conocimiento de las variaciones de los
tipos antigénicos circulantes y la aparicion o emergencia de nuevos genotipos (como por
ejemplo G9 0 G12), lo cual puede influir en las estrategias de vacunacién. De la misma
manera, también sirve para comprender el papel del sistema inmunol6gico en la
proteccion frente a la infeccidn, y de esa forma monitorizar las campafias de vacunacion
para la proteccion frente a rotavirus.

La realizacion de estos estudios ha permitido comprobar las variaciones en la
evolucion de los genotipos a través del tiempo. Un ejemplo de ello lo constituye la
aparicion del genotipo G9 en los ultimos afios, que se ha detectado en diversos paises de
Europa y de todo el mundo, convirtiéndose en el mas prevalente en Espafia durante el
periodo 2005-06 (Sanchez-Fauquier et al., 2006; Tellez et al., 2008).

En Europa se ha organizado la Red Europea de Vigilancia de Rotavirus,

EuroRotaNet, compuesta por 16 laboratorios de 15 paises, en la que participa nuestro
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grupo. Esta Red Europea se cred en enero de 2007 para recoger informacion sobre cepas
de rotavirus circulantes en Europa. Los objetivos especificos de la EuroRotaNet son los
siguientes: (1) desarrollar métodos y algoritmos para la caracterizacion de rotavirus
(VP4, VP7, VP6 y NSP4), (2) supervisar la eficacia de los métodos de genotipado, (3)
describir la epidemiologia molecular de las infecciones por rotavirus en Europa durante
temporadas consecutivas, a través de la tipificacion de genotipos de las cepas de
rotavirus recogidas en cada pais, (4) controlar la aparicion y propagacion de las nuevas
cepas de rotavirus, y (5) desarrollar la infraestructura para futuras actividades de
vigilancia y de evaluacion de: (a) la eficacia de las vacunas frente a rotavirus en la
poblacién general, a través de su monitorizacion, y (b) la aparicion de genotipos
distintos de los incluidos en la vacuna, y/o reordenamientos de cepas vacunales con las

cepas circulantes (lturriza-Gomara et al., 2009).

Los datos recogidos por la EuroRotaNet proporcionaran una informacion valiosa
sobre la diversidad de las cepas de rotavirus circulantes en Europa antes de la
introduccidn de las vacunas, y esta red permitird asimismo la supervision de las mismas
durante la aplicacion de las vacunas. Por otra parte, como la vacunacion contra rotavirus
no se ha introducido con los mismos criterios en toda Europa, sera posible establecer
comparaciones entre los genotipos circulantes en los distintos paises con y sin

programas universales de vacunacion contra rotavirus.

Actualmente, tras diferentes estudios filogenéticos de secuencias analizadas por
los miembros del Rotavirus Classification Working Group (RCWG), se han descrito

nuevos genotipos de rotavirus (VP7) (Figura 10).
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Fig. 10. Dendrograma de genotipos VP7 del RCWG (Rotavirus Classification Working
Group). Se ha construido por el método Neighbor-joining a partir de las secuencias
nucleotidicas del gen VP7. Se muestran los valores de “bootstrap” (1.000 réplicas). Algunos
“clusters” se representan con triangulos en los que la altura del triangulo simboliza el
numero de secuencias y la anchura la diversidad genética dentro del “cluster” (Matthijnssens
et al., 2008).
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Tabla 5. Distribucién temporal y espacial de rotavirus en diferentes afios y paises.

Pais

Anos

Genotipos

Referencias

Reino Unido

1995-1998

G1P[8]
G1P[4]
G2P[4]
G3P[8]
G4P[8]
G9P[8]
GOP[6]

74,0 %
11 %
11,2 %
3,3 %
6,2 %
2,1 %
09 %

(lturriza-Gomara et al., 2000)

1996-1999

G1P[8]
G2P[4]
G3P[8]
G4P[8]

42,7 %
55 %
2,0 %
36,5 %

(Buesa et al., 2000)

Holanda

1997-2001

G1P[8]
G2P[4]
G3P[8]
G4P[8]

69,1 %
6,4 %
4,5 %
7,3 %

(van der Heide et al., 2005)

Paraguay

1998-2000

G1P[8]
G4P[8]
G9P[8]

10,9
46,9
17,2

(Parra et al., 2005)

Dinamarca

2000-2002

G1P[8]
G1P[4]
G2P[4]
G4P[8]
GIP[8]

27,8
4,3
16,0 %

8,0 %
74 %

(Fischer et al., 2005)

Brasil

2000-2002

G1P[8]
G1P[6]
G4P[8]
GOP[8]

77,8 %
5,6 %
5,6 %
11,1 %

(Costa et al., 2004)

Colombia

G1P[8]
G1P[4]
G2P[4]
G3P[4]
G9P[4]
GIP[6]

53 %
53 %
1,8 %
8,8 %
1,8 %
7,0 %

(Urbina et al., 2004)

2005-2006

G1P[8]
G1P[4]
G2P[4]
G3P[8]
GOP[8]

70,1 %
2,6 %
2,6 %
179 %
6,8 %

(Phan et al., 2007)
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3.2. MATERIAL Y METODOS

3.2.1. Poblacion de estudio

Pacientes con gastroenteritis aguda por rotavirus diagnosticados en los Servicios
de Microbiologia del Hospital General de Castellon (HGC), Hospital de Sagunto y
Hospital Clinico Universitario de Valencia (HCUV) desde octubre de 2005 hasta

septiembre de 20009.

3.2.2. Ambito de estudio

El estudio se llevo a cabo en el Departamento de Microbiologia de la Facultad
de Medicina de la Universidad de Valencia, donde se recibieron las muestras de heces
previamente analizadas en los laboratorios de los Servicios de Microbiologia Clinica del
Hospital General de Castellon (Departamento de Salud 02), Hospital de Sagunto
(Departamento de Salud 04) y Hospital Clinico Universitario de Valencia
(Departamento de Salud 05). Dichos hospitales atienden a una poblacién de 285.309

habitantes, 145.884 habitantes y 345.401 habitantes, respectivamente.

3.2.3. Criterios de inclusién y exclusién

Se seleccionaron las muestras de heces correspondientes a pacientes que
presentaban cuadro clinico y diagndstico de gastroenteritis por rotavirus. Se excluyeron
las muestras de un mismo sujeto con un intervalo inferior a 15 dias entre ellas, por
considerarlas pertenecientes a un mismo episodio diarreico, asi como aquellas de las
que se carecia de los datos demograficos completos (edad, sexo, procedencia, mes y

ano).
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3.2.4. Muestras clinicas

3.2.4.1. Obtencion de las muestras
La recogida de heces se realizo durante las 24 horas siguientes a ser atendidos
los pacientes.
Se han obtenido un total 648 muestras, 316 del Hospital Clinico Universitario de

Valencia, 251 del Hospital General de Castellon y 81 del Hospital de Sagunto.

3.2.4.2. Conservacioén

Las muestras de heces se conservaron a 4°C si su procesamiento iba a realizarse

en un periodo breve de tiempo, y congeladas a -20°C para periodos mas prolongados.

3.2.5. Procesamiento microbiologico

3.2.5.1. Estudio bacteriologico

En la mayoria de los casos se realiz6 coprocultivo para estudio de bacterias
enteropatdgenas (Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia spp., Aeromonas spp. Y

Campylobacter spp.).

3.2.5.2. Estudio viroldgico

El analisis viroldgico incluyd estudio de rotavirus del grupo A y adenovirus
40/41.

La determinacion de rotavirus en heces se efectu6 por ELISA (Premier
Rotaclone®, Meridian Bioscience) o inmunocromatografia (VIKIA® ROTA-ADENO

de BioMeriéux y SIMPLE ROTA-ADENO de Operon).
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3.2.6. Analisis molecular de cepas de rotavirus

3.2.6.1. Extraccion del ARN virico

El aislamiento y purificacion de los &cidos nucleicos viricos a partir de las
muestras de heces se realizd por el método de fenol-cloroformo y purificacion con
celulosa CF11 (Wilde et al., 1990).

El procedimiento consiste en:

- Mezclar 450 pl de suspensién fecal diluida al 10-20 % en PBS con 50 ul de 1M
acetato sodico pH 5,0 con 1 % SDS, incubando 10 minutos a 37 °C.

- Afadir 500 pl de mezcla fenol-cloroformo (3:2), mezclar y centrifugar 10 minutos a
13.000 rpm, mezclando la fase acuosa con 80 pl etanol de 95%.

- Agregar 30 mg de CF11 celulosa (Sigma), agitar intensamente y dejar 90 minutos a
4 °C o temperatura ambiente.

- Centrifugar a 9.000 r.p.m. durante 1 minuto, desechar el sobrenadante y lavar tres
veces el sedimento con 500 pl de tampon STE con 15 % de etanol (vol/vol), y
centrifugar de nuevo a 9.000 r.p.m durante 1 minuto después de cada lavado. Luego
lavar con STE sin etanol para eluir el ARN de la celulosa y centrifugar 5 minutos para
sedimentar la CF11 celulosa.

- Afiadir al sobrenadante 1/10 volumen de acetato sodico 3M pH 5,2 y agregar 2
volimenes de etanol absoluto frio, dejando precipitar a -20 °C 2 horas. Finalmente,
centrifugar a 13.000 r.p.m. durante 15 minutos. Secar el sedimento, que contiene el
ARN virico ligado a la matriz, a 45°C 30 minutos, disolver en 50 pl de agua desionizada
(mQ) y conservar a 20 °C para posteriormente realizar la caracterizacion de los

genotipos G y P.
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3.2.6.2. Reaccion de transcripcion inversa para sintesis de ADNc

Para genotipar el gen de la glicoproteina VP7 (G) mediante RT-PCR, se realizd

una retrotranscripcion con cebadores aleatorios (“random primers”) y posterior

amplificacion con los oligonucleétidos descritos por Gouvea et al. (1990).

1.- Afadir 1 pl de DMSO a 9 pl de extracto de acidos nucleicos, choque térmico

a 65 °C durante 5 min, y mantenimiento a 4 °C 2 min.

2.- Reaccion para RT (volumen total 20 pul):

Tampén RT 10X

Inhibidor de RNAsas (Promega)

“Random primers” (50 UM, Invitrogen)

dNTPs (10 mM, Pharmacia)

RT-AMYV (200 U/ul, Promega)

0,5 ul

H,O DEPC

11,75 pl

Total

20 pl

3.- Agregar 20 pl de la solucion “master” de RT al extracto de acidos nucleicos

(10 pl), incubandose 10 minutos a temperatura ambiente, para incubar después

35 minutos a 42 °C; posteriormente 4 °C durante 5 minutos y luego a 92 °C

durante 2 minutos para la inactivar la transcriptasa inversa.
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3.2.6.3. Tipificacion del gen de la VP7 (G)

12 PCR de VP7, amplificacién de VVP7

Se amplificaba el ADNc mediante cebadores especificos (VP7-F) y (VP7-R)

(Gomara et al., 2001):

e VP7-F: 5 ATG TAT GGT ATT GAA TAT ACCAC 3" (nt51-71)
e VP7-R: 5AACTTGCCACCATTTTTTCC3 (nt 914-932)
Producto de la amplificacion: 882 pb

=  Mezcla de la reaccién:

Tampon de PCR 10X

MgCl, 50 mM

dNTPs (10 mM,
Pharmacia)

VP7-F (10 uM)

VP7-R (10 uM)

H.0

Taq polimerasa (5 U/ul
Biotools)

= Protocolo de PCR:
e Un ciclo inicial de 2 minutos a 94 °C
e 35ciclos de: 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 50 °C y 1 minuto a 72 °C
e Unciclo final de 7 minutos a 72 °C
= Visualizacion:
e Gel de agarosa al 1,5% (p/v) en buffer TBE

e 80 V durante 45 minutos
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22 PCR de VP7, G multiple

Una vez obtenido el producto de la primera reacciéon de PCR, se sometia a una

segunda PCR segun la region hipervariable del gen (Gouvea et al., 1990; Das et al.,
1994), utilizando un cebador comun a todos ellos (VP7-R) y uno especifico para cada
uno de los genotipos estudiados que generaban un amplimero de tamafio caracteristico
para cada genotipo. Se usaban cebadores especificos para los genotipos G: G1-G4, G8-
G10y G12 (Gouvea et al., 1990; Iturriza Gomara et al., 2004; Aladin et al., 2010).

Las secuencias de los oligonucleotidos utilizados en la caracterizacion de los

genotipos G se exponen en la tabla 6 y figura 11.

Tabla 6. Oligonucleétidos para identificar por PCR el genotipo de VP7

Cebador Secuencia Nt Amplicén

Genotipo G1 5'CAA GTA CTC AAATCAATGATG G 3 314-335 619 pb

Genotipo G2 5'CAA TGA TAT TAACACATT TTC TGT G 3 411-435 522 pb

Genotipo G3 5'ACG AAC TCAACACGAGAG G 3’ 250-269 683 pb

Genotipo G4 5 CGTTTCTGG TGAGGAGTTG 3 480-499 453 pb

Genotipo G8 5'TTR TCG CAC CAT TTG TGA AAT 3' 176-198 757 pb

Genotipo G9 5 CTT GAT GTG ACT AYAAATAC 3’ 757-776 176 pb

Genotipo G10 5" ATG TCA GAC TAC ARATAC TGG 3’ 666-687 267 pb

Genotipo G12 5 GGT TAT GTAATC CGATGG ACG ¥ 536-557 397 pb
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Amplicén 12 PCR de VP7

Genotipo G8
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Genotipo G4

Genotipo G12

Genotipo G10
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Genotipo G9

E—

176 pb

Fig. 11. Esquema de la amplificacién de fragmentos de PCR correspondientes a ocho genotipos G
de rotavirus (G1 a G4, G8, G9, G10 y G12) identificables por su tamafio mediante analisis por
electroforesis en gel de agarosa.

A partir del producto amplificado de las muestras en las que se detectaron rotavirus

mediante la RT-PCR del fragmento del gen VVP7, se llevo a cabo la siguiente reaccion:
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1. Mezclar 1 pl del ADNc con 49 ul de una solucion conteniendo:

Tampén de PCR 10X

MgCl, 50 mM

dNTPs

(10 mM, Pharmacia)

VP7-R

G1 (aBT1)

G2 (aCT2)

G3 (aET3)

G4 (aDT4)

G8 (aAT8)

G9 (aFT9)

G10

G12

Agua desionizada mQ

Taq polimerasa (5 U/ul
Biotools)

2. En un termociclador “Gene” se realiza un ciclo de desnaturalizacion (4 min a
94°C), 30 ciclos de amplificacion (1 min a 94 °C, 2 minutos a 42°C y 1 min a

72°C) y un ciclo de extension final (7 min a 72 °C).
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Posteriormente se analizaban los productos amplificados mediante electroforesis

en gel de agarosa al 1,5 % (p/v) en tampon Tris-borato-EDTA (TBE) 0,5 X con bromuro

de etidio 0.5 % durante 1 h a 70 voltios. Los amplificados se observaban con un

captador de imagenes conectado a un transiluminador de luz ultravioleta (Gelprinter

Ultra, T.D.L.).

3.2.6.4. Tipificacion del gen de la VP4 (P)

El genotipado de VP4 (P) se llevd a cabo mediante RT-PCR semi-anidada,

mediante oligonucledtidos descritos por (Gentsch et al., 1992; Iturriza Gomara et al.,

2004) (Tabla 7). Una vez obtenido el producto de la primera reaccion de PCR, se

sometian a una segunda PCR con oligonucledtidos especificos de cada genotipo P segun

la region hipervariable del gen (Figura 12).

Tabla 7. Oligonucleotidos utilizados, primera y segunda PCR, VP4

Oligonucleétido

Secuencia (5'-3")

Posicion

Primera PCR:

VP4-F

TAT GCT CCAGTN AAT TGG

132-149

VP4-R

ATTGCATTTCTTTCC ATAATG

775-795

Segunda PCR:

VP4-F

TAT GCT CCAGTNAAT TGG

132-149

P[4] 2T-1

CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC

474-494

P[6] 3T-1

TGTTGATTAGTT GGATTCAA

259-278

P[8] 1T-1D

TCTACTGGRTTRACNTGC

339-356

P[9] 4T-1

TGAGACATG CAATTGGAC

385-402

P[10] 5T-1

ATCATAGTTAGTAGT CGG

575-594

P[11]

GTAAAC ATC CAGAAT GTG

305-323
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Amplicén 12 PCR de VP4

Genotipo P[10]

Genotipo P[4]

Genotipo P[9]

Genotipo P[8]

Genotipo P[11]

Genotipo P[6]

Cebador

Fig. 12. Esquema de la amplificacidon de fragmentos de PCR correspondientes a seis genotipos P de
rotavirus (P[4], P[6], P[8], P[9], P10], P[11]) identificables por su tamafio mediante electroforesis
en gel de agarosa.

Se siguid el siguiente procedimiento:

1.- Mezclar 5 pl del ADNc con 45 pl de una solucion conteniendo:

Tampdn de PCR 10X

MgCl, 50 mM

dNTPs (10 mM,
Pharmacia)

VP4-F

VP4-R

H,0

Taq polimerasa (5 U/ul
Biotools)
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2.- Se realiza en un termociclador secuencialmente una primera fase un ciclo de
desnaturalizacion (2 minutos a 94 °C), 35 ciclos de amplificacion (1 minuto a 94 °C, 2

minutos a 50 °C y 1 minutos a 72 °C) y un ciclo de extension final (7 minutos a 72 °C).

3.- Un volumen de 1 pl de esta primera reaccion de PCR es sometida a la
segunda PCR con 49 pl de una solucién que contiene 10x tampon de reaccion (5 pl); 50
mM MgCl, (2 pl); 10 mM dNTPs (0,5 ul); oligonuclettidos VP4F, P[4], P[6], P[8],
P[9], P[10], P[11] (1 pumol respectivamente), agua DEPC 33 ul y Tag ADN polimerasa

(0,5 pl).

Se visualiza el producto obtenido de la misma manera del genotipado de la VVP4.

3.3. RESULTADOS

Durante el periodo de estudio se analizaron 648 muestras de heces procedentes
de:
= Hospital Clinico Universitario de Valencia: 316 muestras,
» Hospital de General de Castell6n: 251 muestras, y
= Hospital de Sagunto: 81 muestras.
La distribucién por sexo de los pacientes infectados fue de 325 nifios (50,15%) y
323 nifias (49,84%).
La edad media fue de 1,6 afios y el porcentaje de infeccion por grupo de edad:
41 % en menores de un afio, 53,4 % de 1 a 4 afios, 2,7 % de 5a9afiosy 2,9 % de 10 a

14 afios (Tabla 8).
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Dentro del grupo con mayor porcentaje de infeccion (1-4 afos), se observé una
mayor porcentaje en los pacientes de un afio de edad con un 28 %, seguidos por los de 2

afios con un 26 % (Tabla 9).

Grupos

Enfermos

Porcentaje

265

1 - 4 afios

346

5 -9 afos

18

10 -14 afios

19

Total

Tabla 8. Distribucion de la infeccion por rotavirus por grupos de edad.

Enfermos | Porcentaje
97 28
90 26

81 23,4
78 22,5]
100

Tabla 9. Distribucién de infeccion por rotavirus por edades en el grupo de edad 1 — 4 afios.
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3.3.1. Genotipo G

Se identificé el genotipo G (VP7) en 581 muestras, lo que correspondié a un
89,6 %. No se logré identificar el genotipo G en 67 muestras (10,3 %). De los genotipos
caracterizados, el genotipo G9 fue claramente el predominante, detectandose en 306
casos, seguido del genotipo G1 en 215, G2 en 41, G3en 15, G4en 12,G6en 1y G8en
1. Se observd la presencia de infeccién mixta por los genotipos G1-G9 en 13 casos, G3-

G9en7yGl-Gden l.

Durante los afios 2005-2006, el genotipo G9 se detectd en 173 casos, G1 en 21
casos, G2 en 2 casos, G3 en 1 caso y G4 en ningun caso. No se logré identificar el
genotipo G en 11 muestras. Cuatro casos contenian méas de un genotipo G: G1 + G9 y

G3 + G9 (Tabla 10 y figura 13).

NO
GENOTIPOS G Muestras | Porcentaje

Genotipo G1

9,9

Genotipo G2

0,9

Genotipo G3

0,5

Genotipo G4

0,0

Genotipo G9

81,6

Genotipos mixtos G1 + G9

0,9

Genotipos mixtos G3 + G9

0,9

No tipadas

52

Total

Tabla 10. Distribucidén de genotipos G identificados en los afios 2005-2006.

100
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B Genotipo G1

B Genotipo G2

H Genotipo G3

B Genotipo G4

B Genotipo G9
Genotipos mixtos G1 + G9
Genotipos mixtos G3 + G9

Notipadas

2005-2006

Fig. 13. Distribucion de genotipos G identificados en los afios 2005-2006.

Durante los afios 2006-2007, el genotipo G9 se detect6 en 123 casos, G1 en 39
casos, G2 en 8 casos, G3 en 3 casos y G4 en ningun caso. No se logro identificar el
genotipo G en estos afios en 5 muestras. Once muestras contenian mas de un genotipo

G: Gl +G9yG3+ G9 (Tabla 11 y figura 14).

NO

GENOTIPOS G Muestras | Porcentaje
Genotipo G1 20,6
Genotipo G2 4,2
Genotipo G3 1,6
Genotipo G4 58,0
Genotipo G9 65,1
Genotipos mixtos G1 + G9 53
Genotipos mixtos G3 + G9 0,5
No tipadas 2,6

Total

Tabla 11. Distribucion de genotipos G identificados en los afio 2006-2007.
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B Genotipo G1

W Genotipo G2

m Genotipo G3

B Genotipo G4

B Genotipo G9
Genotipos mixtos G1 + G9
Genotipos mixtos G3 + G9

Notipadas
2006-2007

Fig. 14. Distribucion de genotipos G identificados en los afios 2006-2007.

En los afios 2007-2008, el genotipo G9 se detectd en 10 casos, G1 en 96 casos,
G2 en 5 casos, G3 en 10 casos, G4 en 2 casos y G6 en 1 caso. No se logré caracterizar
el genotipo G en estos afios en 9 muestras. Cinco casos contenian mas de un genotipo

G:Gl+G9yG3+ G9 (Tabla 12 y figura 15).

NO

GENOTIPOS G Muestras | Porcentaje
Genotipo G1 96 69,6
Genotipo G2 5 3,6
Genotipo G3 10 7,2
Genotipo G4 2 1,4
Genotipo G8 0 0,0
Genotipo G9 10 7,2
Genotipo G6 1 0,7
Genotipos mixtos G1 + G9 1 0,7
Genotipos mixtos G3 + G9 4 2,9
No tipadas 9 6,5
Total 100

Tabla 12. Distribucion de genotipos G identificados en los afios 2007-2008.
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B Genotipo G1

H Genotipo G2

Genotipo G3
B Genotipo G4
H Genotipo G8

Genotipo GY

T Genotipo G6
k 1 o ﬂ Genotipos mixtos G1 + G9
____7______‘———¥———__/ Genotipos mixtos G3 + G9

2007-2008 )
No tipadas

Fig. 15. Distribucion de genotipos G identificados en los afios 2007-2008.

En el periodo 2008-2009, G9 no se detectd en ningun caso, G1 en 59 casos, G2
en 26 casos, G3 enl caso, G4 en 10 casos y G8 en 1 caso. No se identifico el genotipo G
en este periodo en 11 muestras. Una muestra contenia una mezcla de G1 + G4 (Tabla 13

y figura 16).

NO

GENOTIPOS G Muestras | Porcentaje
Genotipo G1 59 54,1
Genotipo G2 26 23,9
Genotipo G3 1 0,9

Genotipo G4 10 9,2
Genotipo G8 1 0,9
Genotipos mixtos G1 + G4 1 0,9
No tipadas 11 10,1

Total 100

Tabla 13. Distribucién de genotipos G identificados en los afios 2008-2009.
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B Genotipo G1

B Genotipo G2
m Genotipo G3
B Genotipo G4
B Genotipo G8
W Genotipos mixtos G1 + G4

Notipadas
2008-2009

Fig. 16. Distribucion de genotipos G identificados en los afios 2008-2009.

En la tabla 14 y figura 17 se puede observar la distribucion del genotipo G9 en

las distintas de zonas estudiadas en el periodo de estudio.

PROCEDENCIA 2005-2006 | 2006-2007 | 2007-2008 | 2008-2009
H. CLINICO 44 46

H. SAGUNTO 39 8
H. CASTELLON 94 74

Tabla 14. Distribucion de genotipos G9 segun el hospital de procedencia identificados en los afios
2005-20009.
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m H. CLINICO

B H. SAGUNTO

H. CASTELLON

2005-2006 2006-2007 2007-2008 2008-2008

Fig. 17. Distribucion de genotipos G9 por hospital de procedencia en los afios 2005-2009.

3.3.2. Genotipo P

Se identifico el genotipo P (VP4) en 610 muestras (94,1 %). No se logrd
caracterizar el genotipo P en 38 muestras (5,5 %).

Al estudiar los genotipos P (VP4), de los 648 casos correspondieron al genotipo
P[8] 571 casos, P[4] 31 casos, P[6] 4 casos y P[14] 1 caso. Tres casos contenian mas de

un genotipo P: P [4] + P[8] 2 casos y P[4] + P[6] 1 caso (Figura 18).

mP[4] +P[8]
m P[4] + P[6]

NOTIPADOS

2005-2009

Fig. 18. Distribucion de los genotipos P (VP4) identificados en los afios 2005-20009.

58



CAPITULO |

3.3.3. Combinacion de los genotipos G/P
La asociacién mas frecuentemente detectada fue G9P[8] en 306 casos, seguida

de G1P[8] en 215 casos (Tabla 15 y figuras 19-20).

2005-2006 2006-2007 2007-2008 2008-2009
' Genotipos NO NO No No

Muestras | Porcentajes | Muestras | Porcentajes [ Muestras | Porcentajes | Muestras | Porcentajes

G1P[g] 21 9,9% 20,6% 96 69,6% 59 54,1%
0,0%
0,0%
0,9%
0,5%
0,0%
0,0%
81,6%
0,0%
0,0%
0,0%
0,9%
0,0%

G2P[4] 3,2% 2 1,4% 23 21,1%
G2P[6]
G2P[g]
G3P[g]
G4P[8]
G6P[14]
GoP[8]

l copr4) + prg)

G8P[4] + P[6]
G1 + G4P[g]

[ 1+ corfg

[ G3+corg]

|

|

0,0% 3 2,2% 1 0,9%
0,0%
0,9%
9,2%
0,0%

|
0,0% |
|
|
|
|
|
|
|

o

1,1% 0 0,0%
1,6% 10 7,2%
0,0% 2 1,4%
0,7%
7,2%
0,0%
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Tabla 15. Distribucién de genotipos G/P identificados en los afios 2005-2009.

M Genotipos 2005-2006

M Genotipos 2006-2007

Genotipos 2007-2008

M Genotipos 2008-2009

Notipadas _l:

Fig. 19. Distribucion de genotipos G/P identificados en los afios 2005-2009.
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Fig. 20. Distribucion de los genotipos G9P[8] identificados en los afios 2005-2009.

En la muestra analizada de la poblacion infantil de Valencia y Castellon, la
infeccion por rotavirus se observo en nifios menores de 4 afios, con mayor afectacion de
los menores de 1 afio, e igual distribucion entre ambos sexos.

Se analizaron 648 muestras de heces procedentes del Hospital Clinico
Universitario de Valencia (316 muestras), del Hospital de General de Castellon (251
muestras), y del Hospital de Sagunto (81 muestras). De estas, se identificd el genotipo G
(VP7) en 581 muestras y no se logré su identificacion en 67 muestras. Se identifico el
genotipo P (VP4) en 610 muestras aunque no se logré caracterizar el genotipo P en 38
muestras.

Predominé el genotipo G9 durante los periodos 2005-06 y 2006-07, con un
descenso brusco en 2007-08, no habiéndose detectado ninguna cepa G9 en 2008-09.
Todas las cepas de rotavirus G9 analizadas desde 2005 hasta 2009 presentan el genotipo
P[8], a diferencia de las cepas estudiadas en otras areas geograficas, en las que se han

encontrado combinaciones con P[6] u otros genotipos P.
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3.4. DISCUSION

Los estudios de epidemiologia molecular de rotavirus tienen interés para conocer
su evolucion y su distribucion temporal y geografica (lturriza-Gomara et al., 2004). En
este estudio se ha analizado la epidemiologia molecular de rotavirus en nifios con
diagnostico de gastroenteritis aguda en tres areas de Salud Publica de la Comunidad
Valenciana desde octubre de 2005 a septiembre de 20009.

En el andlisis de los casos con infeccion por rotavirus, se observo una mayor
afectacion de los menores de 2 afios, observacion que coincide con estudios realizados
en otras areas (Cilla et al., 2000; Tellez Castillo et al., 2008). La distribucion de los
casos por sexos fue equitativa.

Se ha logrado caracterizar el genotipo G en 581 muestras, lo que correspondio a
un 89,66 % y P en 610 muestras, lo que correspondié a un 94,13 %. EI genotipo G9 de
rotavirus fue identificado en 306 muestras, lo que correspondié a un 52.66 %. Las
causas por las que no se lograron tipificar el genotipo G de 67 muestras y el genotipo P
de 37 muestras pueden ser muy diversas, desde la presencia en ellas de inhibidores de la
reaccion de PCR, la degradacién del ARN virico, la existencia de mutaciones en las
secuencias reconocidas por los cebadores hasta la existencia de genotipos no
investigados, o la congelacion y descongelacién repetidas veces de las muestras. En
ocasiones esto puede deberse también a resultados falsos positivos de los métodos
inmunoldgicos  empleados para  establecer el diagnéstico, ELISA o
inmunocromatografia, como se ha demostrado en nuestro laboratorio (Tellez et al.,
2008).

En la mayoria de los estudios epidemiologicos de rotavirus se han determinado

los tipos G por la importancia que han tenido estos serotipos en el disefio de las vacunas
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y por el valor que se ha atribuido a los anticuerpos neutralizantes anti-VP7 en conferir
proteccion frente a las infecciones de rotavirus. En nuestro estudio hemos observado un
claro predomino del genotipo G9P[8] seguido del G1P[8] durante las temporadas 2005-
06 y 2006-07, con una menor presencia de cepas con genotipo G2, G3 y la ausencia de
G4. Este Gltimo dato es interesante, ya que G4 fue uno de los genotipos mas comunes
en Valencia durante los afios 1996-1999 (Buesa et al., 2000) y uno de los mas comunes
en Espafia en la década de los 90 (Cilla et al., 2000; Sanchez-Fauquier et al., 2004). Sin
embargo, en la temporada 2007-08 se produce un brusco descenso del genotipo G9P[8],
que pasa a constituir solamente el 7,2% de las cepas detectadas, siendo de nuevo G1P[8]
el mas prevalente (68,8%). Es interesante destacar que en esta temporada se detectaron
dos genotipos muy poco frecuentes, G8P[4]+P[6] y G6P[14], cada uno de ellos en un
paciente.

El genotipo G9 de rotavirus fue identificado por primera vez en 1983 en los
Estados Unidos (Clark et al., 1987) y durante el periodo 1985-1986 en Japon
(Nakagomi et al., 1988; Nakagomi et al., 1990). Posteriormente fue descrito en
Yugoslavia en 1985-1988, en Tailandia en 1989y en la India de 1986 a 1993 (Das et al.,
1994). La aparicion en diferentes areas del mundo del genotipo G9 ha despertado un
considerable interés, incluyendo sus aspectos epidemiolégicos, su origen evolutivo y la
composicion genética del virus, asi como su posible impacto en la eficacia de una
vacuna frente a rotavirus (Ruiz-Palacios et al., 2006; Vesikari et al., 2006). En Espafia
se detectaron por vez primera cepas de rotavirus G9 en Madrid en 1998-1999 (Sanchez-
Fauquier et al., 2004). En nuestro laboratorio se identificaron las primeras cepas G9 en
la temporada 2003-04, y en 2004-05 constituyeron el 10,7% de las cepas estudiadas
(Abu-Mallouh, 2006). Como se demuestra en el presente estudio, en 2005-06 se produjo

una rapida diseminacion de este genotipo, que se convirtio en el méas prevalente en esa
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temporada y en la siguiente, disminuyendo drasticamente en 2007-08. No se conocen
los motivos de la distribucion tan rapida de este genotipo en nuestra zona geografica y
de su implantacion como genotipo predominante en dos temporadas seguidas (2005-
2006 y 2006-07), hecho que ha sido también descrito en otras areas de la Peninsula
Ibérica, como en Portugal (Martinez-Laso et al., 2009). Una posible explicacion es que,
al tratarse de una cepa virica nueva, la poblacion no presentaba inmunidad protectora
frente a este serotipo, produciéndose una rapida transmision del mismo. Las frecuentes
infecciones por G9 habrian provocado el desarrollo en la poblacién de inmunidad frente
a este nuevo sero/genotipo, produciéndose un brusco descenso de su incidencia en
2007-08. Ademas, si las vacunas de rotavirus comercializadas son realmente protectoras
frente a G9, a pesar de que no lo incluyen en su composicion, podria suceder que las
infecciones naturales con otros genotipos induzcan también proteccién cruzada frente a
G9. Recientemente se ha publicado un analisis filogenético de 12 cepas de rotavirus G9
aisladas en Madrid, resultando todas ellas pertenecer al linaje Il de los 6 linajes
descritos (Rodrigues et al., 2007).

Santos y Hoshino realizaron una revision de 124 trabajos que incluyen un total
de 45.571 cepas de rotavirus, en la que los cuatro tipos G mas comunes (G1-G4) en
asociacion con P[8] o P[4] representan mas del 88 % de las cepas halladas en todo el
mundo, panorama que ha ido variando a lo largo de los afios, fundamentalmente a causa
de la aparicion de G9 asociado con P[8] o con P[6] (Santos y Hoshino, 2005).

Hemos detectado 24 casos de infecciones mixtas, en las que se encontraron mas
de un genotipo G y/o P. Este hallazgo es también frecuente en otros estudios,
encontrandose hasta un 31% de infecciones mixtas en un estudio realizado en la India
(Das et al., 2004). Las nuevas combinaciones G/P detectadas en los ultimos afios

podrian deberse al incremento de la inmigracion procedente de otros paises.
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4.1. ANTECEDENTES

Los genotipos G1, G2, G3 y G4 de rotavirus eran hasta 1995 los mas prevalentes
en todo el mundo, pero a partir de aquel afio comenzé a detectarse con una frecuencia
cada vez mayor el genotipo G9, que se ha convertido actualmente en el quinto genotipo
VVP7 de rotavirus mas frecuente.

Rotavirus G9 fue identificado por primera vez como causa de gastroenteritis en
un nifio de 18 meses en 1983 en Filadelfia, Estados Unidos, siendo denominada la cepa
identificada W161 (Clark et al., 1987). Durante el periodo 1985-1986 se identificaron
dos cepas mas, F45 y AU35 en Japon (Nakagomi et al., 1990). Estas tres primeras cepas
de rotavirus G9 (W161, AU35 y F45) compartieron una misma especificidad antigénica
y caracteristicas genotipicas, incluyendo ademas el mismo genogrupo (Wa), serogrupo
(P1A[8]G9), electroforetipo largo y subgrupo II, con genes VP7 estrechamente
relacionados (Clark et al., 1987; Green et al., 1989; Gorziglia et al., 1990; Nakagomi y
Uesugi, 1990; Oka et al., 2000). Posteriormente fueron identificadas cepas G9 en
Yugoslavia en 1985-1988 (Zizdic et al., 1992), en Tailandia en 1989 (Urasawa et al.,
1989) y en la India de 1986 a 1993 (Das et al., 1994). Las cepas encontradas en India y
Tailandia tenian serotipos P inusuales, en la India P[11] y en Tailandia P[6] (Figura 21)
(Gentsch et al., 1993; Okada et al., 2000).

Después de la deteccion de rotavirus G9 en Yugoslavia en 1985 (Zizdic et al.,
1992), este genotipo volvid a detectarse en Italia, Francia e Inglaterra en la década de
los 90. Las cepas de rotavirus G9 se encontraron en el Reino Unido en la temporada
invernal 1995-96 (lturriza-Gomara et al., 2000), coincidiendo con la aparicion de G9 en
Bangladesh (Unicomb et al., 1999) y con la reaparicion y diseminacion de cepas G9 en

los Estados Unidos. En 1996-97 se observo un aumento importante de la distribucion de
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las cepas G9 en diferentes areas geograficas (lturriza-Gomara et al., 2000). En los afios
2001-2002 se encontrd una frecuencia relativa del 53% de rotavirus G9 en Bari (Italia)
(Martella et al., 2003).

El genotipo G9 se convirtié rapidamente en uno de los més prevalentes en
muchos paises (Santos y Hoshino, 2005). Este rapido incremento de G9, asociado a su
notable heterogeneidad genética, despertdé muchos interrogantes sobre su origen y
trascendencia epidemioldgica.

Resulta evidente que desde mitad de la década de los 90 se ha producido una
emergencia global de cepas del genotipo G9, con propiedades genéticas y moleculares
distintas a las de las cepas detectadas en los afios 80 (Kirkwood et al., 1993; Kirkwood
et al., 2003). En Australia, aunque el serotipo G9 se identificd por primera vez en la
temporada 1999-2000, durante las temporadas 1999-2000 y 2000-2001 constituyo el
segundo tipo G méas comun, y fue responsable del 10% y del 18,1%, respectivamente,
del total de infecciones por rotavirus en el pais (Masendycz et al., 2001). En la
temporada 2001-2002, el serotipo G9 fue el mas importante en Australia, puesto que
representd el 40,4% de los aislamientos (Kirkwood et al., 2002).

En Espafa, estudios anteriores habian identificado G1P[8] y G4P[8] como los
genotipos predominantes de 1995 a 2004 (Buesa et al., 2000), mientras que las cepas de
G9 se detectaron por primera vez en Madrid en 1998-1999 (Sanchez-Fauquier et al.,
2004). En Valencia se identificaron cepas G9 en el invierno de 2003-2004 (Abu-
Mallouh, 2006) y, como se demuestra en el presente estudio, ya en 2005 se convirtio
este genotipo en el mas prevalente, representando mas del 50% de los aislamientos en
varias regiones de Espafa (Sanchez-Fauquier et al., 2006; Tellez et al., 2008; Tellez

Castillo et al., 2010).
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Del mismo modo, el serotipo G9 fue identificado como el predominante en
varias ciudades japonesas desde 1998 hasta 2000 con altas tasas de prevalencia, de
52,9% a 71,4% (Zhou et al., 2000). Como fue expuesto anteriormente, en 1995,
rotavirus G9 surgié en Bangladesh y se convirtio en el segundo genotipo predominante
(27,7%) durante el periodo 2001-2005 (Rahman et al., 2005). Las cepas G9
representaron la mayor parte (91,6%) de las cepas circulantes en Tailandia durante la
temporada 2000-2001, donde se ha convertido en el genotipo mas comun (Khamrin et
al., 2006). En China, las cepas G9 se identificaron en 3 regiones, incluyendo Kunming,
Lanzhou y Qinhuangdao, en 1999 y 2003 (Fang et al., 2002; Fang et al., 2005) y solo
una cepa fue detectada entre los afios 1982 y 1997 en Beijing (Fang et al., 2002). La
incidencia del genotipo G9 aumento6 del 0,9% al 4% de 1999 a julio de 2003, lo que
coincidio con un aumento en la incidencia mundial del genotipo G9 en varios paises.

Actualmente, las cepas mas recientes de rotavirus de serotipo G9 presentan los
electroforetipos corto y largo, lo que hace pensar que la emergencia de este genotipo no
ha derivado directamente de las cepas inicialmente aisladas (P1A[8]G9), tipo E largo de
USA y Japon, pero si estarian relacionadas directamente unas con otras (Oka et al.,
2000; Ramachandran et al., 2000; Araujo et al., 2001; Bok et al., 2001; Santos et al.,
2001).

Se ha sugerido que el gen de la VP7 genotipo G9 surgié por una delecion de un
solo nucledtido dentro o al final del coddn de terminacion de las cepas G9 (Green et al.,
1989; Das et al., 1993). La primera hipotesis sugiere que la supresién del nucle6tido en
el coddn de terminacion origind un nuevo coddn de parada para las cepas G9, UGA, en
lugar de la UAG que se encuentran en la mayoria de otros genotipos de rotavirus
humanos G (Estes y Cohen, 1989; Das et al., 1993). Asumiendo que esta eliminacion y

cambio de uso de coddn de parada (UGA), sugiere la existencia inicial de un progenitor
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comun para todos o casi todos los linajes de humanos G9 de rotavirus descritos,
incluyendo los primeros aislamientos de los EE.UU., Jap6n y la India .

La existencia actual de varios linajes de rotavirus G9 estaria relacionada con los
primeros G9 aislados de la década de 1980 sugiriendo que la mayoria de estas cepas
pueden representar descendiente filogenéticamente lejanos de las primeras cepas, que
pueden haber seguido circulando en los humanos sin haber sido detectadas.

Sin embargo, los estudios de las diferentes secuencias de G9 hasta la fecha
sugieren que la gran mayoria de las cepas circulantes en diferentes lugares y en
diferentes afios pertenecen a un mismo linaje filogenético estrechamente relacionado
con el gen de la VP7. Esto sugiere la propagacion del genotipo G9 a partir de la
introduccién de una sola cepa, seguido de su transmisién por sucesivas infecciones y de
la variacion genética de ese linaje. Las cepas descritas en los Ultimos afios son
filogenéticamente diferentes a las registradas en la década de 1980, al igual que en
algunos aislamientos recientes, lo que sugiere que un precursor comdn dond un nuevo
gen de VP7 a las cepas actuales del genotipo G9. Los datos epidemioldgicos de que se
dispone son insuficientes para determinar si el genotipo G9 de los rotavirus humanos
actuales representan la progenie de una sola cepa antigua o la introduccién de maltiples
cepas independientes. Se ha descrito una excepcién, la cepa CIT 254RV (O'Halloran et
al., 2002), en la que el gen VVP7 de genotipo G9 tiene 1.061 pb de longitud, es decir, 1 nt
mas corto de lo habitual para el gen VP7 de la mayoria de los rotavirus de mamiferos
(Estes y Cohen, 1989).

Algunas cepas descritas en el sudeste asiatico, como por ejemplo 684VN
(Nguyen et al., 2001), y en el Extremo Oriente, como en Japon y China (Zhou et al.,
2003) a finales de 1990, o incluso diferentes cepas distribuidas a nivel mundial, hacen

que se pueda apoyar la hipétesis de un progenitor comun debido a que estas cepas se
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relacionan estrechamente con la cepa Mc323 en los diferentes analisis filogenéticos.

Sin embargo, las divergencias filogenéticas en diferentes secuencias de cepas
actuales de los ultimos 10 afios contradice esta hipotesis. Surge por tanto una segunda
hipdtesis de emergencias independientes de cepas VP7 G9 de fuente desconocida que
podrian provenir de un reservorio animal (Laird et al., 2003). Apoyando esta hipotesis
sobre la interaccion genética entre cepas de rotavirus animales y humanas se encuentran
algunos articulos que demuestran que ciertos rotavirus G9 aislados de Asia fueron
reordenamientos entre cepas porcina-humana o bovina-humana (Urasawa et al., 1992;
Das et al., 1993).

Por otra parte, la deteccion de cepas de rotavirus G9 en muestras diarreicas de
cerdos y la presencia de anticuerpos especificos frente a VP7 G9 en corderos, demuestra
que los rotavirus humanos G9 podrian haberse originado en una especie animal (Munoz
et al., 1995; Santos et al., 1999).

Se han identificado 6 linajes filogenéticos diferentes y 11 sublinajes en las cepas
de rotavirus G9, basados en la variabilidad genética del gen de VP7 (Phan et al., 2007).
Al linaje | pertencecen las cepas G9 aisladas en los afios 80, al linaje Il corresponden
cepas G9 aisladas en neonatos asintomaticos en la India y al linaje 11l corresponde la
mayoria de las cepas G9 que actualmente circulan por todo el mundo (Martinez-Laso et
al., 2009). Es de destacar que los linajes I, Il, IV y V se han encontrado s6lo en
humanos, mientras que los linajes 111 y VI se han detectado tanto en humanos como en
ganado porcino (Phan et al., 2007). El linaje 111 contiene 4 sublinajes, de los cuales, los
sublinajes Illa, 1lIb y Illc se encontraron restringidos a Tailandia, Vietnam e Irlanda,
respectivamente, mientras que las cepas del sublinaje I1ld se han detectado en muchas
regiones de todo el mundo (Phan et al., 2007). Ademas, el linaje VI se ha dividido en 7

sublinajes, de los cuales los sublinajes a-d y g se han encontrado s6lo en humanos, y los
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sublinajes e y f en cerdos. La identidad de nucleétidos en las cepas de un mismo
sublinaje oscila entre el 96% y el 100%. Por el contrario, la variacion de secuencias
entre cepas de distintos linajes es superior, entre un 5% y un 14% (Hoshino et al., 2004).

En Bangladesh se describieron 3 combinaciones distintas de G9 con VP4 P[6] y
P[8] y subgrupo especifico | o I, electroforetipo (corto, largo) (Unicomb et al., 1999).
Asimismo, la alta tasa de infecciones mixtas encontradas en este estudio sugiere la
facilidad del intercambio genémico inter-genogrupo de los genotipos Py G (VP4 y
VP7). Actualmente, se han identificado cepas de rotavirus P[6]G9, electroforetipo corto,
pudiéndose inferir que su origen proviene de recombinantes entre los diferentes
genotipos (Kirkwood et al., 2003).

Sin embargo, Gentsch et al. (1996) opinan que la mayoria de los serotipos G se
asocian principalmente con un mismo serotipo P, y presentan un electroforetipo y
subgrupo especifico, debido a estudios de hibridacion de ARN-ARN que han
demostrado que el intercambio de segmentos genémicos y electroforetipos es restrictivo
entre las cepas (Wa y subgrupos DS1) (Gentsch et al., 1996). Al igual que otros autores,
consideran que las cepas G9 que han aislado no forman recombinantes entre ellas
(Araujo et al., 2001; Cunliffe et al., 2001) (Tabla 16).

Algunos estudios han atribuido caracteristicas clinicas y epidemiolégicas poco
comunes a las cepas G9. Se ha descrito que estas “nuevas cepas G9” causan infecciones
sintométicas en nifios mayores de 5 afios, que supuestamente estarian protegidos por
una inmunidad anti-rotavirus preexistente (lturriza-Gomara et al., 2000), e incluso se ha
descrito que estas infecciones pueden ser mas graves (Linhares et al., 2006). Estas cepas
G9 se han detectado también causando diarrea en neonatos, lo que sugiere que la
inmunidad adquirida de la madre no las neutralizaria eficazmente (Widdowson et al.,

2000). Segun estas observaciones, es posible que las cepas G9 hayan escapado a los
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mecanismos inmunoldgicos preexistentes, inducidos por otras cepas de rotavirus,
porque estas poblaciones no habrian contactado nunca antes con cepas G9 (Banyai et
al., 2004). Paradojicamente, las vacunas Rotarix® y Rotateq® protegen frente a las
infecciones por cepas del genotipo G9 (Vesikari et al., 2006; Linhares et al., 2008;
Vesikari et al., 2009). Sin embargo, aunque las vacunas actuales han demostrado ser
eficaces en la proteccion frente a G9, algunos estudios han sugerido que en nifios
vacunados son posibles las infecciones sintomaticas por G9 (Vesikari et al., 2004;
Vesikari et al., 2006). Por este motivo es importante analizar la variabilidad existente
dentro del genotipo G9 y estudiar la posible existencia de ‘clusters’ que reflejen una
diversidad tanto genética como antigénica, que podria explicar estos fracasos de las
vacunas.

Las cepas del genotipo G9 que han producido la “pandemia” en la Gltima década
pertenecen al linaje 111 (Rahman et al., 2005; Santos y Hoshino, 2005). El origen de
estas cepas del genotipo G9, linaje Ill, sigue siendo un enigma. Parece claro que el
linaje 111 no ha evolucionado del linaje I por deriva antigénica (“antigenic drift”) y que
los linajes 1 y 111 tienen origenes evolutivos independientes (Hoshino et al., 2004). Los
analisis filogenéticos han demostrado que las cepas G9 porcinas estdn mas proximas a
las nuevas cepas G9 humanas (90-94%) que a las clasicas cepas G9 humanas (86-89%).
El gen VP7 de una cepa porcina G9 (CMP003) aislada en Tailandia en 2000 se clasifico
junto a las cepas G9 humanas en el linaje Ill, mientras que los genes de cepas G9
humanas detectadas en China y Japdn se incluyeron entre las cepas porcinas (Phan et
al., 2007). Por lo tanto, los genes VP7 de cepas G9 porcinas y las nuevas cepas G9
humanas podrian tener un precursor comun. Esto sugiere la existencia de

recombinaciones entre cepas porcinas y humanas como posible explicacion a la
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emergencia de los rotavirus G9 en humanos (Figura 22) (Phan et al., 2007; Martinez-

Laso et al., 2009; Matthijnssens et al., 2010).

Fig. 21. Distribuciéon temporal y expansion geografica a nivel mundial durante las dos Gltimas
décadas de las cepas de rotavirus del genotipo G9.
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CAPITULO 11

Pais

Ao

Genotipo y
electroforetipo

Referencia

Estados Unidos
India

1993-2001

G9P[8] e-corto 47,5%
G9P[6] e-largo 17,5%
G9P[6] e-largo 35%

(Laird et al.,
2003)

Bangladesh

G9P[8] e-largo 1,8%
G9P[8] e-corto 15%
G9P[6] e-largo 10%
G9P[6] e-corto 57,1%
G9P[0] e-largo 11%
G9P[0] e-corto 5,1%

(Unicomb et
al., 1999)

2000-2002

G9P[8] e-largo 99,5%
G9P[4] e-corto 0,5%

(Linetal.,
2006)

2001

GOP[4] 2%
GOP[6] 2%

GOP[8] 9%

(Araujo et al.,
2001)

Tabla 16. Genotipo G9 de rotavirus en diferentes partes del mundo
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Fig. 22. Arbol filogenético que muestra las relaciones entre el genotipo G9 de diferentes secuencias
de origen humano y porcino en el mundo y sus linajes. Método Neighbor-joining; se muestran los
valores de “bootstrap” superiores a 90 (1.000 réplicas). (A) Region parcial del arbol filogenético
mostrando el linaje VI y algunas secuencias del linaje 111 . (B) en la misma regién parcial del arbol
filogenético como 2A sin la secuencia de origen porcino (AY707787). (C) en la misma regién parcial
del &rbol filogenético de las secuencias 2A sin AY707787 (porcina) y AF281044 (CIT-254, humana).
Las iniciales entre paréntesis indican el pais donde se obtuvieron las muestras. Se utilizaron de
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referencia de secuencias de cepas del genotipo G9 de origen humano (227 secuencias) (Martinez-
Laso et al., 2009)

4.2. MATERIAL Y METODOS

4.2.1. Anélisis de la secuencia de VP7

Se han estudiado 306 muestras de heces en las que previamente se habia
detectado el genotipo G9P[8]. Las muestras se obtuvieron de nifios con gastroenteritis,
entre octubre de 2005 y octubre de 2009 en tres Departamentos de Salud (Castellon de
la Plana, Sagunto y Valencia) de la Comunidad Valenciana. Todas las muestras
recogidas habian sido previamente identificadas como positivas para rotavirus del grupo
A por enzimoinmunoanalisis (ELISA) (Premier Rotaclone®, Meridian Bioscience) o
inmunocromatografia (VIKIA® ROTA-ADENO de BioMérieux y SIMPLE ROTA-

ADENO de Operon).

Se escogieron al azar 60 de las 306 muestras genotipo G9P[8] de las tres zonas

en estudio para realizar un estudio filogenético del gen de la proteina VVP7.

4.2.2. Secuenciacion e identificacién de los productos de amplificacion
Se realizo el protocolo de amplificacion del ADNc con cebadores especificos

(VP7-F) y (VP7-R) (Gomara et al., 2001) descrito anteriormente en el Capitulo I.

4.2.2.1. Purificacion de amplimeros de ADN para secuenciacion
Los productos de amplificacion que se detectaron por electroforesis en gel de
agarosa con un tamafio similar al esperado se purificaron para su posterior

caracterizacion mediante secuenciacion. Para ello, dependiendo de los patrones de
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bandas observados en el gel, se emplearon dos métodos diferentes de purificacion
(Figura 23):

A) Cuando en una misma muestra se observaban bandas de diferentes
tamafios, incluida una con el tamafio esperado, se empled el Kit “Gel
Extraction Systems” (Marligen Bioscience). La banda “dudosa” se
separé mediante electroforesis en un gel de agarosa de bajo punto de
fusion (Sigma) al 1,5 % en tampdn TBE tefiido con bromuro de etidio
a concentracion 0,5 ug/ml. A continuacion, el gel se visualizaba
mediante luz UV y cuando la separacién de bandas era patente, se
cortaba con un bisturi la porcion de gel que contenia la banda de
interés. Esta era transferida a un eppendorf de 1,5 ml y pesada,
afiadiéndose 30 ul de tampodn de solubilizacion L1 por cada 10 mg de
gel de agarosa. Seguidamente, se realizaba una incubacion a 50 °C
durante 15 minutos, logrdndose asi la separacion del ADN de la
agarosa. Se filtraba por una columna de silica y se centrifugaba a
12.000 x g 1 minuto. Se descartaba el sobrenadante y se afiadian
500 pl de tampdn de solubilizacion L1 a la columna de filtracion,
incubando 1 minuto a temperatura ambiente. Tras centrifugar a 12.000
X g, se descartaba el sobrenadante y se afiadian 700 pul de tampdn de
lavado L2, incubando 5 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugaba a 12.000 x g durante 1 minuto y se descartaba el
sobrenadante, centrifugando nuevamente para descartar el tampén
residual. La columna se introducia en un eppendorf de 1,5 ml y se
afiadian 50 pl de tampon de elucion (TE) directamente al centro de la

columna, durante 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugaba a
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12.000 x g durante 2 minutos. El eluido final contenia el ADN que era

analizado por secuenciacion.

Cortar banda de gel

|

Pesar banda de gel

l

Solubilizacion del gel en buffer L1

|

Pasar a columna de filtracion

l

Solubilizacion del gel en buffer L1

l

Lavar con buffer L2

l

Anadir buffer TE

Fig. 23. Método para purificar amplimeros de PCR
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B) Si la banda era del tamafio esperado, siendo Unica, se purificaba
utilizando el reactivo ExoSAP-IT® Clean Up (UBS, GE Healthcare

Life Sciences), sistema de purificacion y eliminacion de primers y

nucleotidos, segun el siguiente procedimiento:

- La muestra se transferia a un eppendorf de 1,5 ml, se afiadian 5 pl
de producto de la PCR y 2 pl de ExoSAP-IT® para completar un
volumen final de 7 pl. Se incubaba posteriormente a 37 °C durante
15 minutos para la degradacion de primers y nucleétidos restantes
en el producto de PCR. Se realizaba una posterior incubacion
durante 15 minutos a 80 °C para inactivar ExoSAP-1T®. El eluido

final fue conservado a —20 °C hasta su secuenciacion.

4.2.2.2. Cuantificacion del ADN de los amplimeros

Se visualizaban las bandas de ADN resultantes de la reaccién de PCR mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,7 % en tampdén TBE (conteniendo 0,5 pg/ml de
bromuro de etidio) durante 30 min a 90 voltios, con un marcador de P.M. (100 pb ladder
ADN, Biotools).

Se realizaba una cuantificacion aproximada de ADN compardndolo con un
marcador de pesos moleculares con concentraciones de ADN conocidas (Low ADN

Mass Ladder, Invitrogen).
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4.2.2.3. Secuenciacion de los productos amplificados de RT-PCR

Después de la purificacion de los productos de RT-PCR de VP7, se procedio a la
secuenciacion de los mismos utilizando el kit de secuenciacion ABI PRISM BigDye
Terminator Cycle (Applied Biosystems) y un secuenciador automatico (Applied
Biosystems ABI PRISM 377). Para cada muestra a secuenciar se utilizd el cebador
especifico VP7-F 5 ATG TAT GGT ATT GAA TAT ACC AC 3' (nt 51-71) (881pb).
La secuenciacion se realizd en el Servicio de Secuenciacion de ADN y Analisis
Molecular del Servicio Central de Soporte a la Investigacion Experimental (SCSIE) de

la Universitat de Valéncia.

4.2.3. Andlisis filogenético de la secuencia parcial de VP7 de cepas de
rotavirus G9P[8]

Las secuencias nucleotidicas fueron analizadas con los programas Chromas Lite,
version  2.01  (http://www.technelysium.com.au) o BioEdit, version 7.0.5.3
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html), que permiten obtener y evaluar los
cromatogramas. Las secuencias parciales de VP7 obtenidas tenian aproximadamente
880 pb.

Las secuencias de nucledtidos se compararon con secuencias de referencia
depositadas en las bases de datos del “National Center for Biotechnology Information”
(NCBI) mediante la aplicacion del programa en red “Basic Local Alignment Search
Tool” (BLAST, http://www.ncbi.nlm.nih.gov), para confirmar que los productos
obtenidos era los esperados y correspondian al gen codificante de la proteina VP7.

Ademas, las secuencias nucleotidicas de los fragmentos obtenidos mediante

PCR del gen codificante de la proteina VVP7 fueron traducidas a aminoacidos utilizando
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el programa “Translate” del portal web ExPASy Proteomics tools
(www.expasy.ch/tools/) y se alinearon utilizando los programas BioEdit y CLUSTAL-W
(European Bioinformatics Institute, Cambridge, Reino Unido). Cualquier error
detectado en las secuencias fue corregido tras verificar los cromatogramas, antes de
realizar el alineamiento. Una vez realizado éste, el archivo con las secuencias alineadas
se guardaba en formato “.msf”, idoneo para editar y trabajar alineamientos con el
programa GeneDoc. Con este programa (GeneDoc, versién 2.7) se igualaron las
longitudes de las secuencias nucleotidicas, se observaron las diferencias entre grupos de
secuencias y se obtuvo la secuencia consenso. Una vez guardado el nuevo alineamiento
en formato FASTA, se procedié a construir los arboles filogenéticos utilizando el
método Neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987) mediante el programa Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA ) (Kumar et al., 2001) de 57 secuencias
parciales del gen VP7 de cepas de rotavirus G9P[8] escogidas al azar de 306 cepas
descritas en el capitulo anterior y de cepas de referencia. La distancia genética se
calculé por el método Jukes-Cantor. La confianza estadistica se realiz6 mediante
analisis de “bootstrap” (1.000 réplicas). Los arboles filogenéticos se visualizaron con el
programa MEGA y TreeView (versién 1.6.2). Se incluyeron secuencias representativas
de los linajes G9-1, G9-11, GO-I1I, G9-1V, G9-1V y G9-VI.

Los datos de las secuencias de nucleétidos obtenidas de VP7 G9P[8] fueron
depositados en la base de datos GenBank con los nimeros de acceso correspondientes
(ANEXO 1).

Para el método de la minima evolucion se empled el modelo Jukes-Cantor
“complete deletion”, para sustitucion de nucleétidos, utilizando las posiciones primeras
y segunda de las regiones codificantes.

Se estudio el polimorfismo y el nivel de divergencia de las secuencias de los
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distintos clusters obtenidos en el andlisis filogenético utilizando el programa DnaSP
version 5.10.01 (Librado y Rozas, 2009). DnaSP es un programa informatico interactivo
para el analisis del polimorfismo de ADN a partir de datos de secuencias de nucleotidos

(http://www.ub.edu/dnasp/) (Librado y Rozas, 2009).

4.3. RESULTADOS
4.3.1. Andlisis de secuencias del gen de la proteina VP7

Se analizaron un total de 306 muestras de heces positivas para rotavirus. Fueron
recogidas de nifios con gastroenteritis aguda durante el periodo comprendido entre
Octubre de 2005 y Octubre de 2009. Los genotipos G y P de los rotavirus se
determinaron por RT-PCR, por el procedimiento descrito en el capitulo I. En las 306
muestras analizadas se detectaron 173 cepas de rotavirus del genotipo G9 en el periodo
2005-2006, 123 cepas en el periodo 2006-2007 y 10 cepas en el periodo 2007-2008. Se
escogieron aleatoriamente 60 muestras de los cuatro periodos invernales de los tres
departamentos de salud, para ser secuenciado el gen de la VP7, obteniéndose 57

secuencias.

La distribucion de las 57 muestras secuenciadas por periodo invernal y por

Departamento de Salud se muestra en la tabla 17.

Ciudades 2005-06 | 2006-07 | 2007-08 | 2008-09 Total
Castellon de la Plana 3 7 7 0 17
Sagunto 3 7 5 1 16
Valencia 2 5 13 4 24

Total 8 19 25 5 57

Tabla 17. Distribucién de rotavirus G9P[8] de muestras escogidas al azar de tres ciudades de la
Comunidad Valenciana (2005-2009) para su secuenciacion y analisis filogenético.
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Se determind la secuencia del gen de la proteina VP7 de las 57 cepas de
rotavirus con genotipo G9P[8]. Estas secuencias fueron analizadas y comparadas con
secuencias de referencia conocidas de la base de datos GenBank (ANEXO 1).

En las 57 muestras analizadas por secuenciacion se encontré un alto grado de

identidad nucleotidica (97-100 %).

4.3.2. Andlisis filogenético del gen de la proteina VP7

Se caracterizaron las 57 cepas aisladas de G9 escogidas al azar de los tres
departamentos en estudio Y, tras la secuenciacion de los genes de VP7, se alinearon las
secuencias de nucleotidos del gen VP7. La mayoria de los genes estaban estrechamente
relacionados, encontrdndose menos de un 3% de divergencia nucleotidica entre ellas.

Las secuencias de VP7 de las cepas G9 (n=57 secuencias de 309 cepas de
G9P[8]) presentaban un 97 % de identidad al ser comparadas con cepas de referencia de
diferentes linajes.

Se realizd un dendrograma mediante el método Neighbor-joining con las 57
secuencias de nucledtidos de las cepas G9 aisladas y con 18 secuencias prototipos de los
seis linajes principales del genotipo G9: G9-I, G9-II, GO-III, G9-IV, G9-1V y G9-VI
(Figura 24). Se demostré claramente en el andlisis filogenético que las cepas G9 de
nuestro estudio se agrupan en el linaje 111d del genotipo G9, independientemente de
donde y cuando fueron aisladas. Se agrupan formando dos “clusters”: un primer
“cluster” A formado por 45 secuencias de las tres areas y de los diferentes afios de
estudio, junto con una cepa EF150338 de Italia genotipo G9 linaje 111d (“bootstrap” 92

%), y otro “cluster” B con 12 secuencias pertenecientes a las tres areas y a los diferentes
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afios de estudio, agrupandose con cepas G9 linaje Illd de Irlanda, Japon y la India

(“bootstrap” 71 %).

4.3.3. Comparacion de las regiones antigénicas y sustituciones de aminoacidos

El patron de sustituciones de aminodcidos en las cepas aisladas se examino
mediante un alineamiento de aminoacidos, con secuencias de referencia del linaje 111d
del genotipo G9 (EF1503338; AF501580; AB091748; DQ207390) (Fig. 23). Las cepas
de este estudio difieren de las secuencias de referencia en las regiones antigénicas A, B,

C y F, manteniéndose conservada la region antigénica D (Tabla 18 y figura 25).
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«—Figura 24. Dendrograma de genotipos G9P[8] linaje Il11d con cepas de referencia. Se ha
construido con 75 secuencias nucleotidicas de diferentes linajes de G9, 57 secuencias de Castellon,
Sagunto y Valencia (2005-2009) y 18 secuencias de referencia mediante el método Neighbor-joining;
se muestran los valores de “bootstrap” superiores a 70 (1.000 réplicas). Con circulos rojos se
sefialan las secuencias del genotipo G9 linaje I11d y con triangulos azules las cepas de los genotipos
G9-1, GO-11, G9-111, G9-1V, G9-1V, G9-VI y sus respectivos subgrupos.

0 1(Gln — Lys) 1 (Glu — Lys) 0 0
0 0 1 (Glu — Lys) 0 0
0 1 (Ala — Thr) 0 0 0
0 0 0 1(Pro — GlIn) 0
0 0 1 (Glu — Lys) 0 1 (Ala— Thr)
0 0 0 1 (Pro — GIn) 0
0 0 0 0 1 (Ala— Thr)
0 0 0 0 1 (Ala— Thr)
0 0 1 (Thr — lle) 0 1 (Ala— Thr)
0 0 0 0 1 (Ala— Thr)
0 0 0 1(Gly — Arg) 0
0 0 0 0 1 (Ala - Thr)
0 0 0 0 1 (Ala— Thr)
0 0 0 0 1 (Ala— Thr)
0 0 0 0 1 (Ala g Thr)
0 0 0 0 1 (Ala— Thr)
0 0 0 0 1 (Ala— Thr)
0 2 4 3 11

Tabla 18. Cambios de amino&cidos observados en las secuencias deducidas de las cinco regiones
antigénicas de VVP7 de las cepas de rotavirus G9P[8] de Castelldn, Sagunto y Valencia (2005-2009)
en comparacion con las secuencias de referencia (EF1503338, AF501580, AB091748, DQ207390).
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« Figura 25. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de VP7 de cepas de rotavirus G9P[8]
con secuencias de referencia (EF1503338; AF501580; AB091748; DQ207390). Se representan los dos
dominios hidrofébicos en barras azules (6-23 aa: dominio H1; 33-44 aa: dominio H2). Se indican los
dominios de unién con el calcio con una barra marrén (124-155 aa). Se marcan con rectangulos en
negro las cinco regiones antigénicas (RA) de VP7: RA D (65-76 aa), RA A (87-101 aa), RA B (142-
152 aa), RA C (208-221 aa) y RA F (235-245 aa).

4.3.4. Polimorfismo y nivel de divergencia de las secuencias VP7
Tras la utilizacion del programa DnaSP 5.10.01 se obtuvieron los siguientes

resultados reflejados en las tablas 19 y 20.

Cluster A Cluster B Total de secuencias

NGm. de secuencias 45 12 57

NUm. de sitios 29 32 64
polimorficos

NUm. total de 31 32 67
mutaciones

Promedio de diferencias 2,799 8,136 6,554
de nucleotidos, k

Diversidad nucleotidica, 0,00457 0,01327 0,01069
Pi

Diversidad nucleotidica 0,00459 0,01344
con Jukes y Cantor,
PiJC

Desviacion tipica 0,00052 0,000275
de Pi JC

Tabla 19. Diversidad interna de grupos de secuencias (clusters Ay B) del gen de VP7 de cepas del
genotipo G9 de rotavirus.
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Diversidad entre

Poblaciones ClustErsALE

Num. de diferencias fijas

Mutaciones compartidas

Promedio de diferencias
de nucléotidos entre
poblaciones

Promedio de sustituciones 0,02161
de nucleétidos por sitio
entre poblaciones, Dxy
I Dxy con Jukes y Cantor, 0,02195
Dxy(JC)
I Desviacion tipica de 0,00313
Dxy(JC)

‘ NUm. de sustituciones 0,001269

netas de nucledtidos entre

poblaciones, Da
Da con Jukes y Cantor, 0,001294
Da(JC)
Desviacion tipica de 0,00317
Da(JC

Tabla 20. Diversidad entre grupos de secuencias (clusters Ay B) del gen de VP7 de cepas del
genotipo G9 de rotavirus.

En los anélisis del estudio del polimorfismo y del nivel de divergencia de las
secuencias de los “clusters A y B” obtenidos se observo un coeficiente de diversidad
nucleotidica 0,00457 en el “clusters A”, 0,01327 en el “clusters B”, y de 0,01069 del
total de secuencias analizadas, lo que nos hace inferir una alta homogeneidad entre las
secuencias evaluadas. Se observo que al hacer el analisis de diversidad entre las dos

poblaciones “clusteres A/B” no se encontraron mutaciones compartidas entre ellas.
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4.4, DISCUSION

Desde que se detecto por primera vez el genotipo G9 en 1983 hasta principios de
1990 rara vez se describio este genotipo, aungque era conocido como causante de
infecciones asintomaticas en recién nacidos en la India (Clark et al., 1987; Nakagomi et
al., 1990; Urasawa et al., 1992; Zizdic et al., 1992; Das et al., 1993).

A partir de mediados de la década de 1990 hubo un notable incremento en la
deteccion de cepas G9 como causa de gastroenteritis, y en los ultimos afios los rotavirus
G9 se han convertido en uno de los cinco genotipos con mas importancia
epidemioldgica en todo el mundo, tanto en paises desarrollados como en vias de
desarrollo (Ramachandran et al., 1996; Griffin et al., 2000; Iturriza-Gomara et al.,
2000; Palombo et al., 2000; Widdowson et al., 2000; Araujo et al., 2001; Banyai et al.,
2004).

En el presente estudio hemos demostrado que las cepas de rotavirus circulantes
en nuestra area pertenecen al linaje Il y al sublinaje Illd, observandose una alta
similitud entre ellas (97,5% de identidad de aminoacidos) y con las cepas de referencia,
lo que coincide con otros estudios (Clark et al., 1987; Clark et al., 2004; Rahman et al.,
2005; Santos y Hoshino, 2005; Martinez-Laso et al., 2009). A pesar de esta escaza
diversidad en las secuencias nucleotidicas de G9, hemos encontrado dos “clusters”
claramente diferenciados, el “cluster” A en el que se agrupa la mayoria de nuestras
cepas junto con una cepa italiana de linaje 111d, y el “cluster” B, que incluye claramente
a 8 cepas junto con otro pequefio grupo de 4 cepas que parecen ser “de transicion”. La
cepa de referencia AF281044 del linaje Illc es una cepa de origen irlandés que muestra
un comportamiento andémalo, pues en nuestro andlisis se incluye entre nuestras cepas

del sublinaje Ilid.
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El origen de la emergencia del genotipo G9 es controvertido. Sin embargo,
algunos estudios recientes sugieren una transmision inter-especie entre cerdos y
humanos (o viceversa), que habria sucedido a mediados de los afios 80 (Matthijnssens et
al., 2010). Estudios de inferencia bayesiana de muestras secuenciadas a lo largo del
tiempo permiten estimar que 1989 es el momento de aparicion del ancestro comdn mas
reciente (“the most recent common ancestor” TMRCA) para el principal “cluster” del
genotipo Il de G9, que constituye el 90% de las cepas G9 actualmente circulantes en
todo el mundo, con un intervalo 95% de credibilidad de 1986-1992. Un mismo gen VP7
estaba ya presente en las cepas G9 circulantes a finales de la década de los 80 y
comienzos de los 90, que fueron capaces de transmitirse y diseminarse por todo el
mundo en menos de una década (Matthijnssens et al., 2010). Otra estimacion interesante
es el momento de divergencia en 1985 para los “subclusters” aislados en China y Japon
de cerdos y de humanos, lo que sugiere una infeccion eficaz y una rapida transmision
entre individuos de la nueva especie hospedadora. El hecho de que en el “subcluster”
porcino se haya encontrado una diversidad mayor que en el humano avala la sospecha
de que la transmisidn se produjo del cerdo al humano (Teodoroff et al., 2005).

Segun las reconstrucciones filogenéticas bayesianas realizadas por Matthinssens
y cols., el ancestro comun mas reciente (TMRCA) para el conjunto de las cepas
animales y humanas de genotipo G9 se estimaria en 1927 (1879-1962), lo que indicaria
que este genotipo ha estado circulando durante muchos afios. Las primeras
descripciones de rotavirus G9 en humanos y en cerdos datan de principios de los 80
(Clark et al., 1987; Nakagomi et al., 1990; Cao et al., 2008), lo que dificulta determinar
cuél es la especie de origen de este genotipo, ya que ademas es posible que se hayan

producido maltiples transmisiones inter-especie entre humanos y cerdos. Otros analisis
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filogenéticos de rotavirus G9 también encuentran patrones de similaridad entre genes
VP7 G9 humanos y porcinos (Hoshino et al., 2005; Martinez-Laso et al., 2009); que se
explicarian por transmision zoonotica y evolucion convergente (Phan et al., 2007).

Se han encontrado diferencias de aminoacidos en cuatro de las cinco regiones
antigénicas descritas (Laird et al., 2003), al igual que otros estudios que encuentran
cambios aminoacidicos (Martinez-Laso et al., 2009). En nuestro analisis de secuencias,
la region D se mantiene conservada; pudiendo inferirse que dichos cambios especificos
en 16 de las 57 secuencias analizadas han sido generadas por mutaciones puntuales, por
lo que coincidimos con otros autores en que dichos cambios podrian modificar la
antigenicidad de las correspondientes regiones, lo que tendria que ser estudiado mas
profundamente (Hoshino et al., 2004; Martinez-Laso et al., 2009).

Todas las cepas G9 detectadas en el presente estudio presentaban un genotipo
P[8], a diferencia de las estudiadas en otras areas geograficas, en las que se han
encontrado combinaciones G9P[6] (lturriza-Gomara et al., 2000; Stupka et al., 2007) e
incluso G9P[4] (Araujo et al., 2001; Lin et al., 2006). Sin embargo, la combinacion
G9P[8] es actualmente la predominante en todo el mundo (Endara et al., 2007; Ahmed
et al., 2010; Tort et al., 2010). Las secuencias nucleotidicas del gen VP4 de las cepas
P[6] encontradas en Inglaterra a finales de los 90 mostraban un elevado grado de
similitud (> 98%), mientras que las secuencias nucleotidicas de las cepas P[8] se
agrupaban con cepas que presentaban otros tipos G, sin guardar ninguna relacion
geogréfica ni temporal (lturriza-Gomara et al., 2000). Esta observacion les permitio
emitir la hipdtesis de que las cepas G9P[8] habrian surgido recientemente a través de
recombinaciones en humanos entre cepas G9P[6] y otras cepas G1, G3 0 G4, mas
comunes y que habitualmente son portadoras del genotipo P[8]. En nuestro estudio el

gen de la VP4 de las cepas G9 presento un mismo genotipo P[8], no siendo
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secuenciado dicho gen, por lo cual no tenemos informacion sobre la diversidad de las
secuencias de este gen, aunque de acuerdo con los resultados obtenidos del estudio
filogenético de VVP7 es probable que también presenten un alto grado de homologia.

La introduccion de las vacunas de rotavirus, Rotarix y RotaTeq contribuye a
incrementar una presion inmunitaria selectiva sobre las cepas circulantes de rotavirus en
la poblacion humana, influyendo probablemente en sus tasas de evolucion. La
capacidad que tienen las nuevas cepas de rotavirus (por ejemplo, mutantes de escape a
las vacunas, nuevos recombinantes) de diseminarse por todo el mundo en un periodo tan
breve de tiempo como una década, como ha sucedido con G9, e incluso en menos
tiempo por los movimientos migratorios y los viajes tan frecuentes, constituye una
amenaza para reducir la eficacia de las vacunas. Estos hechos justifican la necesidad de
realizar estudios de vigilancia epidemiolégica de las cepas de rotavirus circulantes en
las distintas regiones geograficas a lo largo del tiempo, asi como evaluar la erficacia de

la vacunas y probables via de trasmision de los genotivpos circulantes.
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5.1. ANTECEDENTES

Los genes que codifican las proteinas estructurales VP7 y VP4 definen los
genotipos G y P, respectivamente. En los estudios publicados de las infecciones por
rotavirus en seres humanos se han identificado distintos genotipos G y P circulando
simultaneamente en diferentes partes del mundo (Santos y Hoshino, 2005; Estes y
Kapikian, 2007; Gulati et al., 2007, Martella et al., 2007, Munford et al., 2007,
Matthijnssens et al., 2008). Actualmente existe solo una informacion limitada referente
a la deteccion o la variabilidad genética del gen que codifica la proteina no estructural 4
(NSP4) (Ciarlet et al., 2000; Mori et al., 2002; Iturriza-Gomara et al., 2003; Araujo et

al., 2007; Mascarenhas et al., 2007).

La proteina no estructural 4 (NSP4) es codificada por el segmento genémico 10,
esta conformada por 175 aminoé&cidos (aa) (Estes y Kapikian, 2007) y tiene multiples
funciones en la morfogénesis y en la patogenia por rotavirus (Figura 26). NSP4 actla
como receptor intracelular en la membrana del reticulo endoplasmaético de las particulas
de doble capa e interacciona con las proteinas de la capside viral en el reticulo
endoplasmico (ER), paso que es fundamental para la adquisicion de una membrana viral
transitoria y la maduracion de las particulas virales (Au et al., 1989; Estes y Cohen,
1989; Meyer et al., 1989; Au et al., 1993; Taylor et al., 1996; O'Brien et al., 2000;
Taylor, 2003). NSP4 también causa la desestabilizacion de la membrana y la
interferencia en uniones estrechas (“tight junctions”) (Tian et al., 1996; Browne et al.,
2000; Huang et al., 2001; Tafazoli et al., 2001; Huang et al., 2004) y aumenta los
niveles de calcio intracelular (Tian et al., 1994; Tian et al., 1995; Dong et al., 1997;
Morris et al., 1999). NSP4 ha sido descrita por su actividad enterotoxigénica viral, al

inducir diarrea en ratones jovenes (Ball et al., 1996; Horie et al., 1999; Morris et al.,
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1999; Rodriguez-Diaz et al., 2003). Rodriguez-Diaz et al. estudiaron la participacion del
Oxido nitrico en la infeccion por rotavirus in vivo y de NSP4 in vitro en macréfagos
peritoneales de raton, efectos que son inhibidos por suero anti-NSP4 (Rodriguez-Diaz et
al., 2006). Esta actividad se localiza en el dominio enterotdxico de la proteina, en la

secuencia de los aminodcidos 109 al 135 (Borghan et al., 2007).

ER Lumen

@ Coiled-coil
Domain

VP4-binding ICP-binding

Fig. 26. Representacion esquematica de la proteina NSP4 de rotavirus. La proteina no
estructural NSP4 consta de 175 aminoacidos y sirve como receptor intracelular en la membrana del
reticulo endoplasmatico de las particulas de doble capa e interacciona con las proteinas de la
capside viral (Taylor, 2003). En el esquema se observan las tres regiones hidrofébica: H1 en color
verde (entre el aminoacido (aa) 7 al 25 aa), en el cual se observa los dos sitios de glicosilacion aa 8 y
aa 18; H2 en color verde (entre el aa 30 al aa 54); H3 (entre el aa 67 al 95). La region
enterotoxigénica, que se encuentra ubicada entre los aminoacidos 114 y 135 (Ball et al., 1996), en
color violeta se muestra la regién del dominio helicoidal anfipatico alfa-hélice de la glicoproteina; en
color azul el dominio de unién con la VP4 y en color amarillo el dominio de unién con la VP6 de las
particulas de capside interna (ICP).

Se llegd a proponer que las cepas de rotavirus causantes de infecciones
asintomaticas diferian en su secuencia nucleotidica del gen de NSP4, siendo éste un
marcador de virulencia. Esta hipotesis se analizé con virus recombinantes en cerdos
gnotobioticos (Hoshino et al., 1995). Sin embargo, varios estudios compararon los
genes de la NSP4 de cepas de rotavirus aisladas de casos con diarrea y de cepas

causantes de infecciones asintomaticas, no encontrandose diferencias entre ellas (Horie
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et al., 1997; Lee et al., 2000). Estos hallazgos sugieren que NSP4 puede no ser el Unico

determinante de patogenicidad en rotavirus.

Se ha propuesto que los anticuerpos frente a NSP4 podrian reducir la frecuencia
y severidad de la diarrea en ratones. Junto con los estudios en seres humanos, hay datos
que sugieren que la respuesta inmune frente a NSP4 podria modular la diarrea inducida
por rotavirus en la enfermedad (Ball et al., 1996; Yuan et al., 2004; Rodriguez-Diaz et

al., 2005; Vizzi et al., 2005).

A finales de la década de los 90 y comienzos de los afios 2000 se describieron
seis genotipos o alelos distintos del gen NSP4 de rotavirus del grupo A, que se
denominaron con letras (A-F). Estos genotipos incluian tanto a las cepas humanas de
rotavirus como a las de animales (Cunliffe et al., 1997; Kirkwood y Palombo, 1997,
Cao et al., 1999; Ciarlet et al., 2000; Mori et al., 2002), aunque Sse encontraron
asociaciones preferentes de ciertos genotipos con determinadas especies de
hospedadores. Esta clasificacion en seis genotipos distintos de NSP4, A (KUN), B (Wa),
C (AU-1), D (EW) E (PO-13) y F (Ch-1) es la que se ha venido utilizando hasta ahora.
Las cepas con genotipos A, B, C y D se detectan en mamiferos, mientras que los
genotipos E y F se identifican en aves (Ito et al., 2001; Mori et al., 2002). Los genotipos
A, B y C se han detectado en seres humanos (Ciarlet et al., 2000; Mori et al., 2002;
Mori et al., 2002; Lin y Tian, 2003), siendo el genotipo B el encontrado con maés
frecuencia (lturriza-Gomara et al., 2003). Se describié que las cepas pertenecientes al
genotipo B presentaban habitualmente las combinaciones G1P[8], G3P[8] 6 G4P[8]
asociadas a un electroforetipo largo, mientras que las cepas del genotipo A presentaban
habitualmente la combinacion G2P[4] con un electroforetipo corto (Cunliffe et al.,

1997).
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En 2008, el “Rotavirus Classification Working Group” (RCWG) propuso
establecer 11 genotipos E (de enterotoxina) para el gen de NSP4, y cambiar la
nomenclatura a E1-E11, que se corresponden con los genotipos descritos anteriormente
de la siguiente forma: E1 = B (Wa-like), E2 = A (KUN-like), E3 = C (AU-1-like), E4 =
cepas aviares PO-13-like, E5 = cepas de conejo del antiguo genotipo A, E6 = cepas
humanas con nuevo genotipo, E7 = D (EW-like), E8 = cepas bovinas y caninas con
nuevo genotipo, E9 = cepas porcinas y humanas con nuevo genotipo, E10 = F (Ch-1),
E1l = cepas aviares PO-13-like (Figura 27). Se determiné que el punto de corte
adecuado para definir los genotipos es el porcentaje de identidad del 85% en la
secuencia nucleotidica del gen, aunque existen identidades intragenotipicas por debajo

de este valor porcentual.
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Fig 27. Dendrograma de genotipos NSP4 segin el “Rotavirus Classification Working Group”
(RCWG). Ha sido construido con 430 secuencias nucleotidicas de NSP4 y se muestran los valores de
“bootstrap” superiores a 50 (2.000 réplicas). La linea vertical de puntos indica la mejor opcion
encontrada para dividir el dendrograma en genotipos, que corresponde a un 85% de porcentaje de
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identidad de secuencias. Algunos ‘clusters’ se representan como triangulos, en los que la altura del
triangulo representa el nimero de secuencias y su anchura la diversidad genética dentro del
‘cluster’. A la derecha se indican los nombres de los genotipos en la nomenclatura antigua (columna
B) y en la nomenclatura nueva propuesta por el RCWG (columna C) (Matthijnssens et al., 2010).

Existe una asociacion muy estrecha entre el genotipo NSP4 y el subgrupo VP6
en los rotavirus humanos, de forma que el genotipo NSP4 A(E2) se asocia siempre con
el subgrupo I, mientras que el genotipo NSP4 B(E1) lo hace siempre con el subgrupo 11,
incluso en cepas recombinantes (lturriza-Gomara et al., 2003). Los genes de VP6 y
NSP4 parece que se segregan de acuerdo a la especie animal de origen de las cepas
viricas. También se encontrd en experimentos de hibridacion en Northern Blot de
genomas de cepas de rotavirus comunes con sondas complementarias a los genotipos A
y B de NSP4 la existencia de una posible asociacion entre el genotipo NSP4 vy el
subgrupo VP6 (Kirkwood et al., 1999). No se han encontrado evidencias de que se
produzcan recombinaciones de los genes 6 y 10. La asociacion entre estos genes puede
ser una consecuencia de la funcion de NSP4 como receptor para VP6 durante la
morfogénesis virica, lo que sugiere la existencia de una co-evolucion de los genes
codificantes de estas dos proteinas. La segregacion de los genotipos A y B de NSP4 y
los subgrupos VP6 en diferentes especies animales puede ser debida a que alguna de
ellas 0 ambas proteinas son importantes para determinar la especie hospedadora (Ciarlet
et al., 2000; Iturriza-Gomara et al., 2003). Es llamativo que la mayor diversidad en la
secuencia de aminoacidos entre genotipos se ha encontrado en el dominio
citoplasmatico, que es el que interacciona con VP6 (Estes et al., 2001). La vinculacién
NSP4-VP6, asi como otras asociaciones entre genes observadas en virus recombinantes
(con reordenamientos de segmentos genomicos), podria ser consecuencia de una mayor

eficacia biologica (“fitness”) de los virus progenie que resultan mas eficientes en su
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replicacion en un huésped determinado. La caracterizacion del gen de NSP4 puede ser
también utilizada para investigar transmisiones inter-especie de cepas de rotavirus en

estudios epidemiolégicos (Iturriza-Gomara et al., 2003).

En Espafia, hasta el momento, no se han realizado estudios moleculares del gen
NSP4 de cepas de rotavirus, a diferencia de los trabajos llevados a cabo con rotavirus de
distintos genotipos G y P en otros paises (Cunliffe et al., 1997; Mascarenhas et al.,
2006; Araujo et al., 2007). Este estudio presenta nuevos datos epidemioldgicos sobre la
circulacion de los genotipos de NSP4 de rotavirus de muestras procedentes de nifios con
gastroenteritis en tres ciudades de la Comunidad Valenciana: Valencia, Sagunto y

Castellén de la Plana.
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5.2. MATERIAL Y METODOS

5.2.1. Muestras

Las muestras de heces fueron recogidas de nifios con gastroenteritis entre
Octubre de 2005 y Octubre de 2009 en tres ciudades de la Comunidad Valenciana:
Castellon de la Plana, Sagunto y Valencia. En todas las muestras se habia detectado
previamente la presencia de rotavirus por ELISA (Premier Rotaclone®, Meridian
Bioscience) o inmunocromatografia (VIKIA® ROTA-ADENO de BioMeriéux y
SIMPLE ROTA-ADENO de Operon). ElI gen NSP4 fue caracterizado en las cepas de

rotavirus cuyo genotipo VP7 resulto ser G9.

5.2.2. Analisis de NSP4

La amplificacion del gen de NSP4 fue llevada a cabo mediante PCR con los

oligonucle6tidos NSP4-F y NSP4-R (Ciarlet et al., 2000) (Tabla 21).

Tabla 21. Oligonucleo6tidos de NSP4.

Oligonucleétido Secuencia (5'-3")

NSP4-F GGCTTTTAAAAGTTCTGTTCCGAG

GGTCACACTAAGACCATTCC
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El procedimiento seguido fue el siguiente:

Se mezclaban 5 pl del ADNc con 45 pl de una solucion “master” conteniendo:

Tampon de PCR 10X

MgCl, 50 mM

dNTPs (10 mM,
Pharmacia)

Cebador NSP4-F
10 uM

Cebador NSP4-R
10 uM

Agua (DEPC)

Taq polimerasa (5 U/l
Biotools)

En un termociclador se realizaba secuencialmente un primer ciclo de
desnaturalizacion (2 minutos a 94 °C), 35 ciclos de amplificacion (1 minuto a 94 °C, 1
minuto a 48 °C y 1 minuto a 72 °C) y un ciclo de extension final (7 minutos a 72 °C).

Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa de la misma manera que los genotipos VVP7 en el capitulo anterior.

Los amplicones se visualizaron en un transiluminador de luz UV, comparandolos
con un marcador de pesos moleculares (100 pb Ladder Marker, Biotools).
Posteriormente, para calcular la concentracion de ADN de los amplicones, se utilizo el
marcador “Low ADN Mass Ladder” (Invitrogen) con concentraciones de ADN
variables. Por dltimo, para la identificacion exacta de los fragmentos amplificados se

procedio a la secuenciacion de los mismos.
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5.2.3. Secuenciacion e identificacion de los productos de amplificacion

5.2.3.1. Purificacion de los productos de amplificacion

Todo producto de amplificacion que fue detectado en el analisis electroforético
en gel de agarosa con un tamafio similar al esperado se purificO para su posterior
secuenciacion e identificacion. Para ello, dependiendo de los patrones de bandas

observados en el gel, se emplearon los dos métodos descritos en el capitulo 11.

5.2.3.2. Secuenciacion de los productos amplificados por RT-PCR

Tras la purificacion de los productos de RT-PCR de NSP4 (743 pb), se procedio
a su secuenciacion utilizando el kit de secuenciacion ABI PRISM BigDye® Terminador
Cycle (Applied Biosystem) y un secuenciador automatico (Applied Biosystems ABI
PRISM 377). Para cada muestra a secuenciar se utilizd el cebador especifico NSP4-F.
La secuenciacion fue realizada en el Servicio de Secuenciacion de ADN y Analisis
Molecular del Servicio Central de Soporte a la Investigacién Experimental (SCSIE) de

la Universitat de Valéncia.

5.2.4. Estudio de las secuencias

Las secuencias de NSP4 fueron alineadas y comparadas con las secuencias de NSP4 de
cepas de referencia: AB009627 (Genotipo E11), AB065287 (Genotipo E10), U96335
(Genotipo E7), D89873 (Genotipo E3), U59103 (Genotipo E2), D88829 (Genotipo E2),
D88830 (Genotipo E1), AF093199 (Genotipo E1), D88831 (Genotipo E1), AJ236765
USA (Genotipo E1), EU872163 lItalia (Genotipo E1), GU138210 Rusia (genotipo E1),

DQ995181 Eslovenia (Genotipo E1) disponible en GenBank, utilizando el software
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Clustal X (Thompson et al., 1997). Los genotipos NSP4 se determinaron mediante
analisis filogenético utilizando el programa MEGA, version 4.0, aplicando el método de
Neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987). Las secuencias aminoacidicas deducidas se
analizaron con el programa GenDoc version 2.7. Los arboles filogenéticos se
visualizaron con el programa MEGA y TreeView (version 1.6.2). Con los parametros

descritos en el capitulo I1.

Se estudid el polimorfismo y el nivel de divergencia de las secuencias de los
distintos clusters obtenidos en el andlisis filogenético utilizando el programa DnaSP
version 5.10.01 (Librado y Rozas, 2009). DnaSP es un programa informatico interactivo
para el andlisis del polimorfismo de ADN a partir de datos de secuencias de nucleotidos

(http://www.ub.edu/dnasp/) (Librado y Rozas, 2009).

5.2.5. NUmeros de acceso de secuencias de nucle6tidos en GenBank

Los datos de las secuencias nucleotidicas de la NSP4 fueron depositados en la

base de datos de secuencias GenBank (ANEXO 2).
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. Andlisis de secuencias.

El gen NSP4 se detecté en 150 muestras escogidas aleatoriamente de las 306
rotavirus A genotipo G9P[8] descritas en el capitulo Il. De ellas, se escogieron 60
muestras (a las cuales a su vez se les habia secuenciado el gen de la proteina VP7) para
secuenciar asimismo el gen de la proteina NSP4. Se seleccionaron muestras de las
cuatro temporadas invernales estudiadas (2005-06, 2006-07, 2007-08 y 2008-09) de los

tres Departamentos de Salud. Solo se obtuvieron 59 secuencias del gen de la NSP4.

La distribucion de dichas muestras secuenciadas anteriormente mencionadas por
ciudad fue: 37,28 % Castellon de la Plana, 23,72 % de Sagunto y 40,67 % de Valencia.

La distribucién de las 59 muestras por periodo invernal se muestra en la tabla 22.

Ciudades 2005-06 | 2006-07 | 2007-08 | 2008-09 Total
Castellon de la Plana 3 12 7 0 22
Sagunto 2 7 3 1 13
Valencia 1 5 14 4 24

Total 6 24 24 5 59

Tabla 22. Distribucién de las muestras escogidas al azar de tres ciudades de la Comunidad
Valenciana (2005-2009) para caracterizar el gen NSP4 de rotavirus.

Se determind la secuencia del gen de la proteina NSP4 (545 pb) de las cepas de

rotavirus con genotipo G9P[8]. Estas secuencias fueron analizadas y comparadas con

secuencias de referencia obtenidas de GenBank (ANEXO 2).
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En las 59 muestras del gen de la proteina NSP4 analizadas por secuenciacion se

encontro un alto grado de identidad nucleotidica (97-100 %).

5.3.2. Analisis filogenético del gen NSP4.

El analisis filogenético de los genes NSP4 de las 59 cepas revel6 que todas las
cepas G9 se agrupan formando tres “clusters” definidos: “cluster A” formado por 49
cepas provenientes de las tres areas de las cuatro temporadas en estudio (“bootstrap”
100%). Un “cluster B” formado por 3 cepas (del area de Castellén 2006; (“bootstrap”
99%), y un “cluster C” “bootstrap” 100 % conformado por 6 cepas (secuencias del area
de Valencia del afio 2007 y 2008) (Figura 28).

Cuando se realiz6 el alineamiento con las secuencias de referencia, las
secuencias se agruparon con las del genotipo E1 (genotipo B) de NSP4, formando
grupos diferentes dentro del mismo cluster (“bootstrap” 87 %).

Ninguna de las muestras en estudio se agrupé con los genotipos E2, E3, E7, E10,
ni E11 de la NSP4 (Figura 29).

Al incluir en nuestro andlisis cepas encontradas en Genbank de genotipos E1 de
otras zonas del mundo, nuestras cepas se agruparon con cepas del genotipo NSP4-E1(B)
provenientes del continente americano (USA, Brasil, Argentina) y de Europa (ltalia,
Eslovenia, Rusia) de afos anteriores y de los mismos afios del estudio (Figura 29).

Asi mismo, como fue descrito en el capitulo anterior, se estudio el polimorfismo
y el nivel de divergencia de las secuencias de los distintos clusters obtenidos en el
andlisis filogenético utilizando el programa DnaSP version 5.10.01 (Librado y Rozas,

2000) (Tabla 24 y 25).
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Fig. 28. Dendrograma de secuencias nucleotidicas del gen de NSP4. Se ha construido con secuencias
parciales de NSP4 de 59 cepas de rotavirus G9P[8] de Castellén, Sagunto y Valencia (2005-2009)
mediante el método Neighbor-joining y se muestran los valores de “bootstrap” superiores a 70
(1.000 réplicas). Longitud de las secuencias = 545 pb. La escala indica la distancia genética
calculada por el método de Jukes-Cantor.
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«— Figura 29. Dendrograma de genes de NSP4 con cepas de referencia. Se ha construido con 70
secuencias nucleotidicas de NSP4, 59 secuencias de Castellon, Sagunto y Valencia (2005-2009) y 13
secuencias de referencia (se sefialan con circulos rojos las secuencias de referencia del genotipo E1,
con circulos rojos vacios las secuencias E1 de distintos paises y con triangulos azules las cepas de los
genotipos E2, E3, E7, E10 y E11), utilizando el programa MEGA version 4.0 y el método Neighbor-
joining. Se muestran los valores de “bootstrap” superiores a 70 (1.000 réplicas). La escala indica la
distancia genética calculada por el método de “maximum likelihood”.

5.3.3. Comparacion de secuencias de aminoacidos.

Al alinear con el programa GenDoc las secuencias de aminoacidos de la proteina
NSP4 de las 59 cepas estudiadas con las cepas de referencia del genotipo E1(B), se
observo que existian cambios de aminoacidos en los sitios 1 y 2 de glicosilacion en la
region H1 (entre el aminoécido (aa) 8 y el aa 18) de la porcion amino-terminal de la
proteina NSP4 en las siguientes cepas:

a) N-glicosilacion 1: 481, 573 y 621.
b) N-glicosilacién 2: 315, 364, 629, 452, 573, 586, 589 y 636 (Tabla 23 y figura 30).

En los dos sitios donde se encuentra la cisteina, no se observaron cambios
(figura 30). Los tres dominios hidrofébicos (del aa 7 al aa 21 dominio H1, del aa 28 al
aa 47 dominio H2, y del aa 67 al aa 85 dominio H3) estaban conservados.

Las variaciones se pudieron encontrar en los sitios de unién con la VP4 (112-146
aa), con la VP6 (161-175 aa) y la porcién del dominio anfipatico alfa-hélice de la
glicoproteina (93-133 aa).

Sin embargo, la regidn propuesta como el péptido enterotoxico (114-135 aa) se
mantuvo conservada en todas las cepas analizadas, en comparacion con las cepas de

referencia.
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Tabla 23. Cambios de aminoacidos observados en los sitios de glicosilacion 1 y 2 del dominio

SITIOS DE CAMBIO

CEPAS NSP4 GLICOSILACION | CONSENSO aa RESULTADO
481 CS 2006 N-glicosilacion 1 | Asn-Tyr-Thr | Tyr - Leu | Asn-Leu-Thr
573 VLC 2007 N-glicosilacion 1 | Asn-Tyr-Thr | Asn — lle lle-Tyr-Thr
573 VLC 2007 N-glicosilacion 1 | Asn-Tyr-Thr | Tyr — Asp lle-Asp-Thr
621 VCL 2007 N-glicosilacion 1 | Asn-Tyr-Thr | Thr — Arg Asn-Tyr-Arg
315 CS 2006 N-glicosilacion 2 | Asn-Tyr-Thr | Thr - Pro | Asn-Tyr-Pro
364 CS 2006 N-glicosilacion 2 | Asn-Tyr-Thr | Thr - lle Asn-Tyr-lle
629 CS 2007 N-glicosilacion 2 | Asn-Tyr-Thr | Thr — Pro Asn-Tyr-Pro
452 VLC 2006 N-glicosilacion 2 | Asn-Tyr-Thr | Thr—lle Asn-Tyr-lle
573 VLC 2007 N-glicosilacion 2 | Asn-Tyr-Thr | Thr — Ala Asn-Tyr-Ala
586 VLC 2007 N-glicosilacion 2 | Asn-Tyr-Thr | Thr —le Asn-Tyr-lle
589 VLC 2007 N-glicosilacion 2 | Asn-Tyr-Thr | Thr — Pro Asn-Tyr-Pro
636 VLC 2007 N-glicosilacion 2 | Asn-Tyr-Thr | Thr —le Asn-Tyr-lle

hidrofébico H1 de la proteina NSP4.
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region descrita como una enterotoxina en rectangulo rojo en puntos (114-135 aa). Los dos sitios de
glicosilacion se marcan con rectangulos negros con linea continua.

5.3.4. Polimorfismo y nivel de divergencia de las secuencias de NSP4
Tras la utilizacion del programa DnaSP 5.10.01 se obtuvieron los siguientes

resultados reflejados en las tablas 24 y 25.

Cluster E1-A Cluster E1-B Cluster E1-C

NGm. de secuencias 49 4 6

NUm. de sitios 79 41
polimérficos

Nam. total de mutaciones 95 41

Promedio de diferencias 9,490 20,833
de nucleotidos, k

Diversidad nucleotidica, 0,01748 0,03837 0,00909
Pi

Diversidad nucleotidica 0,01781 0,03972 0,00921
con Jukes y Cantor,
Pi JC

Desviacion tipica 0,00242 0,01326 0,00481
de Pi JC

Tabla 24 . Diversidad entre grupos de secuencias (clusters E1-A, E1-B y E1-C) del gen de NSP4 de
cepas del genotipo G9 de rotavirus.
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Diversidad entre Clusters E1-A/ Clusters E1-A/ Clusters E1-B /
poblaciones E1-B El-C El-C

| NUm. de diferencias fijas 16 16 19

I Mutaciones compartidas 11 7 3

de nucléotidos entre
poblaciones
Promedio de 0,07999 0,06218 0,07047
sustituciones de
nucleétidos por sitio
entre poblaciones, Dxy
Dxy con Jukes y Cantor, 0,08472 0,06498 0,07408
Dxy(JC)
Desviacion tipica de 0,01391 0,00880 0,02290
Dxy(JC)
NUm. de sustituciones 0,05207 0,004890 0,04678
netas de nucleotidos
entre poblaciones, Da
Da con Jukes y Cantor, 0,05595 0,05147 0,04966
Da(JC)
Desviacion tipica de 0,01479 0,00907 0,02349
Da(JC)

‘ Promedio de diferencias 43,434 33,765 38,333

Tabla 25. Diversidad entre grupos de secuencias (clusters E1-A, E1-By E1-C) del gen de NSP4 de
cepas del genotipo G9 de rotavirus.

Posterior, al estudio del polimorfismo y del nivel de divergencia de las
secuencias de los “clusters E-1, E-2 y E-3” se observo al igual que en el capitulo
anterior un coeficiente de diversidad nucleotidica del total de secuencias analizadas
bajo, objetivandose una homogeneidad entre las secuencias evaluadas. Cabe destacar, al
hacer el analisis de diversidad entre las tres poblaciones, se observd un mayor nimero

de mutaciones compartidas entre el clusters E-1 Ay E-1 B en comparacion con el resto.
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5.4. DISCUSION

Rotavirus G9 ha sido considerado un genotipo que presenta una diversidad
mucho mayor que otros, debido probablemente a que las cepas de este genotipo tienen
mas probabilidades de realizar recombinaciones con cepas de otros genotipos (Unicomb
et al., 1999; Ramachandran et al., 2000; Das et al., 2002; Fang et al., 2002; Rahman et
al., 2003; Santos et al., 2003; Hoshino et al., 2005). Asi mismo, se ha demostrado la
existencia de variaciones en el gen que codifica la proteina no estructural de la NSP4

(Lee et al., 2000; Estes, 2001; Iturriza-Gomara et al., 2003).

Por estos motivos nos ha interesado analizar la variabilidad que presenta el gen
de la proteina NSP4 y determinar los genotipos NSP4 en las cepas de rotavirus G9
detectadas en los ultimos afios en la Comunidad Valenciana. La estrategia seguida en
este estudio sobre la variabilidad del gen de NSP4 consistié en su amplificacion por
PCR para después secuenciar los amplificados obtenidos, lograndose secuencias de mas
de 540 nucledtidos de longitud con el cebador NSP4-F. Aunque algunos genes se
secuenciaron con los cebadores NSP4-F y NSP4-R, la mayoria se secuenciaron

solamente con NSP4-F.

Rodriguez-Diaz et al. disefiaron un procedimiento alternativo, consistente en una
técnica de tipificacion del gen de NSP4 basada en una PCR multiple semi-anidada,
similar a las disefiadas para tipificar los genotipos G y P (Rodriguez-Diaz et al., 2008).
Esta técnica no ha sido aplicada en este trabajo, ya que cuando se publico éste ya se
estaba llevando a cabo, y no habria permitido analizar filogenéticamente el gen de

NSP4. Sin embargo, aporta ventajas interesantes, como una mayor rapidez en el analisis
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y un menor coste econdémico. La necesidad de utilizar cebadores especificos de cada
genotipo implica un riesgo potencial de no detectar mutantes con cambios en las
secuencias de union de los cebadores. Asi mismo, han sido descritos dos metodos
basados en PCR para difereciar los genotipos E1-E2 y E3 (A, B, y C) (Ray et al., 2003;

Banyai et al., 2009).

NSP4 es una proteina multifuncional descrita como la primera enterotoxina de
origen viral. Las distintas regiones funcionales de la proteina NSP4 han sido definidas
en la region de los aminodacidos (aa) 114 al 135, que es capaz de inducir diarrea y por lo
tanto, de actuar como una enterotoxina. La region del aa 87 al aa 145 es el sitio de
interaccion con la proteina VP4 (Boshuizen et al., 2004). También, como se ha descrito
anteriormente, la proteina NSP4 tiene capacidad de inducir respuestas de anticuerpos

heterotipicas durante la infeccion (Ray et al., 2003; Rodriguez-Diaz et al., 2005).

Hasta la fecha se han identificado seis genotipos de NSP4 de rotavirus (Ciarlet et
al., 2000; Mori et al., 2002; Lin y Tian, 2003), con una mayor diversidad en el gen de la
NSP4 de los rotavirus humanos en los genotipos A(E2) y B(E1) (Iturriza-Gomara et al.,
2003). En este estudio, el genotipo predominante en la Comunidad Valencia en el
periodo 2005-2009 fue el genotipo B, que se corresponde con el genotipo E1 de NSP4
segun la nueva clasificacion que el “Rotavirus Classification Working Group” (RCWG)

propuso en el afio 2008 (Matthijnssens et al., 2008).

No existen datos anteriores en relacion con los genotipos NSP4 de rotavirus en
Espafia, por lo que nuestros resultados representan la primera documentacion de

genotipos NSP4 de rotavirus circulantes en este pais.
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A pesar que las cepas estudiadas provenian de tres ciudades diferentes de la
Comunidad Valenciana y de periodos invernales distintos, no existié variacion alguna
en el genotipo E1 de NSP4 encontrado. Estos resultados son similares a los descritos
por otros autores en diferentes regiones geogréaficas en el mundo (Lee et al., 2000;
Iturriza-Gomara et al., 2003; Kirkwood et al., 2006; Mascarenhas et al., 2006; Shah et
al., 2006; Araujo et al., 2007; Xu et al., 2010). Asi mismo, ninguna de las muestras
analizadas en nuestro estudio estaban estrechamente relacionados con la cepa prototipo
UA-1, que fue aislada de seres humanos y se describe como NSP4 genotipo E3 (C)
(lturriza-Gomara et al., 2003). De la misma manera, no Se encontraron cepas
relacionadas con otros genotipos diferentes de la NSP4 descritos (Stupka et al., 2007;

Tavares Tde et al., 2008).

Varios estudios han comparado el gen de la NSP4 de diferentes cepas de
rotavirus aislados de nifios con diarrea y de nifios asintomaticos (Cunliffe et al., 1997;
Lee et al., 2000; Mascarenhas et al., 2007). En nuestro estudio, todos los genes
caracterizados de la NSP4 eran de rotavirus de nifios con diarrea. Este tipo de muestras
son también las analizadas en otros trabajos (Horie et al., 1997; Lee et al., 2000;

Mascarenhas et al., 2007).

En el presente estudio, no se ha observado variacion en el genotipo de la NSP4
de ninguna cepa de rotavirus del genotipo G9, vinculandose dichas cepas con el
genotipo E1 (B) de la NSP4. Por el contrario, estudios realizados en Brasil han descrito
el hallazgo de los genotipos A(E2) y B(E1) en cepas G9P[8] y P[6] (Tavares Tde et al.,
2008). De igual forma, en el analisis filogenético del gen NSP4 descrito en Argentina,
las cepas G9P[8] y G9P[6] pertenecian a los genotipos A(E2) y B(E1), respectivamente.

Shah et al. (2006) analizaron las secuencias de NSP1 y de NSP4 de 29 cepas de
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rotavirus G9 representativas de aislados de 9 afios (1997-2002) en Australia.
Encontraron una mayor variabilidad en el gen NSP1 que en NSP4, siendo todas las

cepas del genotipo B (E1) y s6lo una del genotipo A (E2).

Nuestras cepas G9P[8] se han agrupado filogenéticamente con otras cepas
G9P[8] aisladas en diferentes partes del mundo, a excepcién de tres cepas detectadas en
Bangladesh y USA, que podrian ser recombinantes. Se ha descrito en paises de
Sudamérica que el gen de la NSP4 de cepas con genotipo G9P[8] se ha agrupado con
otras cepas provenientes de otros paises vecinos circulantes durante el mismo periodo,
al igual que sucede con las cepas de nuestro estudio (Fig. 29), lo que sugiere una posible
transmision a través de las fronteras entre paises, y en nuestro caso, entre ciudades
pertenecientes a la misma Comunidad. Asi por ejemplo, en Australia y USA se han
agrupado cepas G9P[8] con cepas G9P[8] aisladas en Sudameérica, reforzando la idea de
una rapida propagacion en todo el mundo de cepas G9P[8] (Banyai et al., 2004; Santos

y Hoshino, 2005).

Ramachandran et al. en el afio 2000 observaron por medio de analisis de
hibridacion que la cepas G9 aisladas desde 1995 presentaban la combinacion con P[6],
tenian el genotipo E2 (A) de NSP4 y pertenecian al genogrupo DS-1, mientras que las
cepas con la combinacion GO9P[8] presentan el genotipo E1(B) y pertenecian al
genogrupo Wa. A pesar de que en nuestro estudio no se realiz6 el andlisis por
hibridacién, la caracterizacion molecular del gen VP7 y NSP4 permite inferir que
nuestras cepas G9 pertenecen al genogrupo Wa (Nakagomi et al., 1989; Ramachandran

et al., 2000).
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Como se ha descrito, en la secuencia de la proteina NSP4 existen dos zonas
claramente definidas, la porcion amino-terminal y la porcion carboxi-terminal. La
porcion amino-terminal posee tres zonas hidrofébicas (H1, H2, H3) (Estes, 2001) que,
segun nuestros resultados, se mantienen altamente conservadas sin por lo tanto afectarse

las funciones de esta region.

En el dominio carboxi-terminal, donde se encuentran la mayor parte de las
actividades de la proteina NSP4, se han observado la mayoria de las variaciones de
aminoacidos de las cepas de nuestro estudio. Dichos cambios se concentraron
principalmente en el dominio variable entre especies (131-141 aa) y en la regién VP6
(156-175 aa), siendo nuestros datos sobre la region de 131-141 aa similares a otros
estudios (Cunliffe et al., 1997; Lee et al., 2000; Araujo et al., 2001; Iturriza-Gomara et
al., 2003; Estes y Kapikian, 2007; Tavares Tde et al., 2008), que describen también

cambios en estas regiones en los distintos genotipos de la proteina NSP4.

Nuestro estudio ha identificado también cambios en la region de la union de
NSP4 con la proteina VP4 (112-148 aa), lo que ha sido también descrito previamente

(Lee et al., 2000).

La respuesta inmune frente a la proteina NSP4 ha sido investigada por algunos
autores (Ray et al., 2003), y aunque no se ha definido si la inclusion de esta proteina en
las vacunas contra rotavirus presentaria alguna ventaja (Araujo et al., 2007). En este
contexto, se han llevado a cabo estudios para dilucidar los determinantes antigénicos de
la proteina NSP4, habiéndose descrito dos regiones inmunodominantes en la NSP4 de la
cepa de rotavirus aviar PO-13 (P(17), G7, NSP4 genotipo e (E11). El sitio antigénico |

(AS 1) (aminoacidos 151 a 169) y el sitio antigénico Il (AS Il) (aminoacidos 136-150)

122



CAPITULO 111

son dos regiones inmunodominantes y se encuentran en el citoplasma (Borgan et al.,
2003). Posteriormente, Rodriguez-Diaz et al. demostraron que el dominio C-terminal
(aa 136-175) de la NSP4 es inmunodominante en la cepa humana Wa (Rodriguez-Diaz

etal., 2004)

El papel que tanto las respuestas inmunes humoral como mediada por células
frente a NSP4 puede desempefiar en la proteccion contra la infeccion por rotavirus es
aun poco conocido. NSP4 ha mostrado inducir la respuesta inmune humoral y celular en

seres humanos (Johansen et al., 1999; Ray et al., 2003; Yuan et al., 2004).

En el estudio realizado por Rodriguez—Diaz et al. (2005) se describe la respuesta
de anticuerpos frente a la proteina NSP4 en nifios y adultos sanos, al igual que en nifios
convalecientes tras infeccion aguda (Rodriguez-Diaz et al., 2005). Encontraron que los
anticuerpos en el suero humano podian distinguir entre los genotipos de la NSP4 Ay B
de nifios infectados naturalmente, coincidiendo con los resultados obtenidos por Yuan et
al. (2004), que detectan tanto homotipica y heterotipicamente la respuesta frente a la

NSP4 en nifios vacunados frente a rotavirus (Yuan et al., 2004).

Por todo esto, consideramos que el conocimiento de los genotipos de NSP4 de
las cepas de rotavirus circulantes permite llevar a cabo una mayor caracterizacion de las
mismas, complementando los genotipos G y P, lo que permite evaluar mejor su
transmision y establecer las bases para posteriores estudios sobre la proteina NSP4 en
relacién con la respuesta inmunolégica, comparandola con la respuesta frente a las

proteinas estructurales de rotavirus.
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6- CAPITULO IV

ANALISIS FILOGENETICO CONJUNTO DE LOS GENES
CODIFICANTES DE VP7 Y NSP4 DE CEPAS DE

ROTAVIRUS G9
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6.1. ANTECEDENTES

Los estudios epidemioldgicos de rotavirus en la poblacién humana demuestran
que estos virus presentan una gran diversidad genética, como sucede con otros muchos
virus con genoma ARN. Existe una importante diversidad de genotipos G y P, ademas
de los referidos a los demés genes codificantes de proteinas estructurales y no
estructurales, y en las combinaciones de los mismos. En la evolucion y diversidad de los
rotavirus participan principalmente tres mecanismos: recombinaciones génicas,
acumulaciones de mutaciones puntuales (“drift”) y reordenamientos de segmentos
genomicos (“shift”) (Iturriza-Gomara et al., 2000).

Los intercambios 0 mezclas de segmentos genémicos mediante fendmenos de
reordenamiento (“reassortment”) pueden ocurrir tras infecciones mixtas de una misma
celula por dos cepas viricas diferentes. Estos reordenamientos no parecen producirse al
azar. Se ha observado que existe in vivo una influencia por parte del hospedador sobre la
combinacién de segmentos génicos tras infecciones mixtas (Ramig, 1997). También se
ha comprobado mediante experimentacion animal que el estado inmunitario del animal
afecta a los reordenamientos resultantes (Gombold y Ramig, 1989). Se ha sugerido
también que los reordenamientos pueden dar lugar a cambios en algunos epitopos
conformacionales a través de cambios en las interacciones entre proteinas, lo que
contribuiria a la evolucion de los serotipos (Lazdins et al., 1995). Ademas, los saltos de
barrera interespecie y el consiguiente reordenamiento de segmentos génicos de origen
animal y humano tienen un enorme potencial para incrementar la diversidad de cepas
cocirculantes de rotavirus. La aparicién en la poblacion humana de estas cepas con
genes de origen animal, que codifican proteinas a las que los seres humanos no son
inmunes, causaria su rapida diseminacion (lturriza-Gomara et al., 2000). Existen datos

gue apoyan que esto sucedié con la aparicion de las cepas del genotipo G9P[8]
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(lturriza-Gémara. M. et al., 2003).

Las cepas GO9P[8] probablemente surgieron en humanos a través de

reordenamientos entre cepas G9P[6] introducidas recientemente y cepas G1P[8],

G3P[8] 0 G4P[8] que aportaron el gen VP4 (lturriza-Gomara et al., 2001). La incidencia

de G9P[6] se ha mantenido muy baja, lo que una menor eficacia biolégica o una menor

capacidad replicativa en humanos.

Algunos hallazgos sustentan la teoria de que la introduccion de rotavirus G9 en

la poblacion humana a principios de los afios 80 sucedid de forma brusca y se siguio de

una rapida diseminacion:
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La relativa falta de diversidad nucleotidica del gen VP7 de las cepas G9P[6]
y G9P[8] y entre las secuencias VP4 de G9P[6] en comparacion con la
observada en las secuencias VP7 y VP4 de cepas de tipos G y P mas
comunes en la poblacion humana (lturriza-Gomara et al., 2001).

La agrupacion cronologica de las secuencias de VP7 de G9 en linajes y la
diversidad de linajes cocirculando en momentos de méaxima incidencia de
GO9P[8] (Iturriza-Gomara. M. et al., 2003).

La mayor variabilidad de las secuencias nucleotidicas de VP4 en las cepas
GO9P[8], que se agrupan en los mismos linajes que las cepas P[8] con otros
genotipos G, que no se correlaciona con agrupaciones temporales o
geogréficas (Gouvea et al., 1999; Gouvea y Santos, 1999; Iturriza-Gomara
etal., 2001).

La observacion de que una proporcion importante de infecciones con cepas
GO9P[6] y G9P[8] son infecciones severas en nifios mayores (Cubitt et al.,
2000), y su mayor incidencia en poblaciones urbanas sugieren que estas

cepas se han introducido recientemente en una poblacion no inmune.
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Los rotavirus de algunos genotipos G/P, como G1P[8], G3P[8] y G4P][8],
contienen los genes de las proteinas internas del genotipo 1 y pertenecen al
genogrupo Wa. Por el contrario, las cepas G2P[4] contienen genes del genotipo
2 y pertenecen al genogrupo DS-1 (Matthijnssens et al., 2008). Aungue existen
reordenamientos inter-genogrupos, los datos obtenidos por (Matthijnssens et al.,
2009) sugieren que estas cepas con combinaciones mixtas (con genes tanto del
genotipo 1 como del genotipo 2) tienen menor eficacia biologica (“fitness”) y no
pueden competir con las cepas parentales. La seleccion natural de las cepas que
contienen genes que funcionan mejor cuando se mantienen juntos puede limitar
la diversidad de cepas de rotavirus que se generan por reordenamientos. Se tiene
que producir un equilibrio entre las ventajas del reordenamiento génico y las
desventajas de no combinar genes preferidos o proteinas preferidas.

Con el objeto de analizar posibles divergencias en las secuencias de VP7 y
de NSP4 de las cepas G9P[8] estudiadas, se ha procedido a realizar un analisis

filogenético conjunto de las secuencias de ambos genes de cada cepa.

6.2 MATERIAL Y METODOS

6.2.1 Muestras

Las muestras de heces fueron recogidas de nifios con gastroenteritis entre

Octubre de 2005 y Octubre de 2009 en tres ciudades de la Comunidad Valenciana:

Castellon de la Plana, Sagunto y Valencia, tal como fue descrito en los capitulos

anteriores. Se escogieron aquellas cepas de las que fueron caracterizados los genes de

VP7 (genotipo G9) y de NSP4 (ver capitulos 11 y 111).
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6.2.2. Estudio de las secuencias

Se realiz0 la secuenciacion e identificacion de los productos de amplificacion de
las cepas escogidas y se procedio a la purificacion de los productos de amplificacion y
secuenciacion de los mismos como fue descrito en los capitulos 11y I1I.

Las secuencias de VP7 y NSP4 obtenidas fueron alineadas y comparadas con las
secuencias de cepas de referencia (Figuras 24 y 29). Los genotipos de VP7 y NSP4 se
determinaron mediante analisis filogenético utilizando el programa MEGA, version 4.0,
aplicando el método de Neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987). Las secuencias
aminoacidicas deducidas se analizaron con el programa GenDoc versién 2.7. Los
arboles filogenéticos se visualizaron con el programa MEGA y TreeView (version 1.6.2)
con los parametros descritos en los capitulos anteriores.

Se estudio el polimorfismo y el nivel de divergencia de las secuencias de los
distintos clusters obtenidos en el andlisis filogenético utilizando el programa DnaSP
version 5.10.01 (Librado y Rozas, 2009). DnaSP es un programa informatico interactivo
para el analisis del polimorfismo de ADN a partir de datos de secuencias de nucleo6tidos

(http://www.ub.edu/dnasp/) (Librado y Rozas, 2009).

6.3. RESULTADOS

6.3.1. Analisis de la unién de secuencias de VP7 y NSP4 del genotipo G9P[8]

Se obtuvieron 57 secuencias del gen de VP7 (descritas en el capitulo I1) y 59
secuencias del gen de NSP4 (descritas en el capitulo I11). Se escogieron las cepas de las
que se disponia de las secuencias de ambos genes, resultando un total de 52 cepas (52
secuencias del gen de VVP7 y del gen de NSP4).
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La distribucidn del nimero de cepas por ciudad y periodo invernal se muestra en

la tabla 26.

Ciudades 2005-06 | 2006-07 | 2007-08 | 2008-09 Total
Castellon de la Plana 3 10 6 0 19
Sagunto 2 6 3 1 12
Valencia 1 3 13 4 21

Total 6 19 22 5 52

Tabla 26. Distribucion de las muestras de tres ciudades de la Comunidad Valenciana (2005-2009)
en las que se caracterizd el gen de VP7 y de NSP4.

6.3.2. Analisis filogenético de los genes VP7/NSP4.

Se unieron los pares de secuencias (52 secuencias de VP7 y de NSP4) de cada
cepa en sentido 5°-3°. Al realizarse esta uniones se obtuvieron 52 secuencias de 1.296
pares de bases cada una, que fueron alineadas utilizando el programa de software
Clustal X (Thompson et al., 1997). Se realiz6 el anélisis filogenético con el programa
MEGA version 4.0, aplicando el método de Neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987).

El analisis filogenético de los genes VP7/NSP4 de las 52 cepas revel6 que todas
las cepas G9 se agrupan formando tres “clusters” definidos: un “cluster A” formado por
42 cepas provenientes de las tres areas de las cuatro temporadas estudiadas (“bootstrap”
99%), un “cluster B” formado por 4 cepas (del area de Castellon de 2006) (“bootstrap”
97%) y un “cluster C formado por 6 cepas (del area de Valencia, de 2007 y de 2008)

(“bootstrap” 100%) (Figura 31).
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Fig. 31. Dendrograma de secuencias nucleotidicas de la union de secuencias de los genes de VP7 y
NSP4. Se ha construido con secuencias parciales de VP7/NSP4 de 52 cepas de rotavirus G9P[8] de
Castellon, Sagunto y Valencia (2005-2009) mediante el método Neighbor-joining y se muestran los
valores de “bootstrap” superiores a 70 (1.000 réplicas). Longitud de las secuencias = 1.296 pb. La
escala indica la distancia genética calculada por el método de Jukes-Cantor.
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Fig. 32. Dendrograma de secuencias nucleotidicas de la unién de secuencias de los genes de VP7 y,
NSP4. Se han construido con secuencias parciales de VP7, NSP4 de cepas de rotavirus G9P[8] de
Castellén, Sagunto y Valencia (2005-2009) mediante el método Neighbor-joining y se muestran los
valores de “bootstrap” superiores a 70 (1.000 réplicas). Las escalas indican las distancias genéticas
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calculadas por el método de Jukes-Cantor. En los recuadros de color amarillo, azul y rojo se
representan los “clusters” definidos en los analisis.

6.3.3. Polimorfismo y nivel de divergencia de las secuencias de VP7/NSP4

Asimismo, como se describié anteriormente, se estudié el polimorfismo y el
nivel de divergencia de las secuencias de los distintos “clusters” obtenidos en el analisis
filogenético, utilizando el programa DnaSP versién 5.10.01 (Librado y Rozas, 2009).

Se obtuvieron los siguientes resultados reflejados en las tablas 27 y 28.

Cluster A Cluster B Cluster C

NGm. de secuencias 42 4 6

polimorficos
NGm. total de mutaciones 120 51 37

Promedio de diferencias 12,918 25,833 12,800
de nucleétidos, k
Diversidad nucleotidica, 0,01125 0,02250 0,001115
Pi
Diversidad nucleotidica 0,01138 0,02298 0,01128
con Jukes y Cantor,
PiJC

Desviacion tipica 0,00155 0,00821 0,00399
de PiJC

I NUm. de sitios 107 51 37

Tabla 27. Diversidad entre los grupos de secuencias de los genes de VP7 y NSP4 de cepas del
genotipo G9 de rotavirus.
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Clusters A/B Clusters A/C Clusters B /C

| Nam. de diferencias fijas 16 16 10 |

I Mutaciones compartidas 14 11 11 I

de nucléotidos entre
poblaciones
Promedio de 0,04671 0,04167 0,04072
sustituciones de
nucleétidos por sitio
entre poblaciones, Dxy
Dxy con Jukes y Cantor, 0,04825 0,04290 0,04189
Dxy(JC)
Desviacion tipica de 0,00620 0,00475 0,01194
Dxy(JC)
NUGm. de sustituciones 0,02983 0,003047 0,02380
netas de nucleotidos
entre poblaciones, Da
Da con Jukes y Cantor, 0,03107 0,03157 0,02466
Da(JC)
Desviacion tipica de 0,00700 0,00498 0,01266
Da(JC)

‘ Promedio de diferencias 53,619 47,837 51,750 ‘

Tabla 28. Diversidad entre grupos de secuencias de los genes de VP7/NSP4 de cepas del genotipo
G9 de rotavirus

Tras el analisis del estudio del polimorfismo y del nivel de divergencia de las
secuencias de los distintos “clusters” obtenidos se observ0 un coeficiente de diversidad
nucleotidica bajo, lo que nos hace inferir una homogeneidad entre las secuencias

evaluadas.
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6.4. DISCUSION

La caracterizacion de rotavirus mediantes metodos moleculares ha facilitado la
identificacion de los genotipos circulantes y la deteccion de cepas con potenciales
reordenamientos (“reassortants”). Se ha descrito en diferentes regiones geogréaficas un
alto grado de diversidad de las cepas de rotavirus (Alfieri et al., 1996; Unicomb et al.,
1999; Cunliffe et al., 2000; Ilturriza-Gomara et al., 2000; Kang et al., 2002). En el
andlisis de los datos del genotipado de rotavirus del capitulo | se indicd que diferentes
genotipos comunes y no comunes circulaban en Castellon, Sagunto y Valencia entre
2005-2009 (Tabla 15 y figuras 19-20). De estos, G1P[8] y G9P[8] fueron los genotipos
mas encontrados, en consonancia con la mayoria de los estudios en todo el mundo para
este periodo. Rotavirus G9 es un genotipo que predomind tras ser introducido en la
poblacion por recombinacion con virus animales o directamente de origen humano
(Desselberger et al., 2001). Debido a que los rotavirus sufren mutaciones puntuales, que
pueden ser utilizadas para clasificar los linajes y sublinajes dentro de los genotipos, es

posible realizar un seguimiento filogenético de estas variantes.

En este estudio, es el primer estudio donde se han investigado las cepas de
rotavirus G9P[8] detectadas en tres ciudades de la Comunidad Valenciana, de las cuales

se realizo la caracterizacion conjunta de los genes de las proteinas VP7 y NSP4.

El andlisis filogenético conjunto de los genes VP7/NSP4 revel6 que todas las

cepas G9P[6] se agrupan formando tres “clusters” definidos descritos en el apartado de

resultados (Figura 31).
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Si comparamos el analisis filogenético individual de los genes codificantes de
VP7 y de NSP4 (Capitulos Il y 111) con el anélisis conjunto de los genes VP7 y NSP4 de
estas mismas cepas se puede observar que en los tres analisis se mantiene la distribucion
de las secuencias en tres “clusters” (Figura 32). En general, los estudios de
polimorfismo y variabilidad nucleotidica muestran siempre una baja diversidad entre las

diferentes secuencias analizadas.

Sin embargo, se observan algunos cambios interesantes en los agrupamientos de
las secuencias segun se analicen individual o conjuntamente. Por ejemplo, las
secuencias 736 VLC-2008 y 739 VLC-2008 pertenecen al “cluster” B de VP7 y al
“cluster” A de NSP4. Cuando se realiza el andlisis conjunto de VP7/NSP4 se mantienen

dentro del “cluster” A, formando un “subcluster” propio (‘“bootstrap” 91%).

La secuencia 481 CS-2006 se encuentra en el “cluster” C de VP7 asociada a la
cepa 620 VLC-2007, mientras que esta en el “cluster” B de NSP4 asociada a 305 CS-
2006, 306 CS-2006 y 310 CS-2006, al igual que en el arbol filogenético conjunto
VP7/INSP4. Las secuencias que conforman el “cluster” A en los analisis individuales de

VP7 y de NSP4 se mantienen en el mismo “cluster” en el analisis conjunto VP7/NSP4.

Estos hallazgos sugieren que las cepas 736 VLC-2008, 739 VLC-2008 y 481
CS-2006 contienen reordenamientos de los genes VP7 y NSP4 ocurridos entre cepas del
genotipo G9, es decir, constituyen reordenamientos intra-genotipo. De igual forma que
las cepas de rotavirus de distintos genotipos pueden coinfectar y dar lugar a cepas con
reordenamientos inter-genotipos (“reassortants”), las cepas de un mismo genotipo

pueden también coinfectar y generar reordenamientos de segmentos gendmicos.
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Habiéndose detectado 3 cepas con reordenamientos de un total de 52 cepas analizadas

(5,7%), estos intercambios de material genético entre cepas no deben ser infrecuentes.

Por ultimo, el presente estudio filogenético de las cepas circulantes en la
comunidad puede contribuir en un futuro a disefiar modelos predictivos de evolucién
genética de rotavirus, asi como a plantear hipdtesis sobre la asociacion entre genotipos

de VP7 y NSP4 y las consecuencias clinicas de la infeccion.
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La infeccion por rotavirus se observa en menores de 4 afios, con mayor
afectacion de los menores de 1 afio, e igual distribucién entre ambos sexos,

en la poblacién infantil estudiada de Valencia y Castellon.

El genotipo G9 de rotavirus ha predominado durante los periodos 2005-06 y
2006-07, con un descenso brusco en 2007-08, no habiéndose detectado en

2008-09.

Todas las cepas de rotavirus G9 analizadas desde 2005 hasta 2009 presentan
el genotipo P[8], a diferencia de las cepas estudiadas en otras areas
geograficas, en las que se han encontrado combinaciones con P[6] u otros

genotipos P.

Las cepas de rotavirus G9 circulantes en Valencia y Castellon pertenecen al

linaje 111y al sublinaje I11d, observandose una alta similitud entre ellas.

Se han encontrado diferencias en los amino&cidos en cuatro de las cinco
regiones antigénicas de la proteina VP7 de las cepas de rotavirus G9. Estos
cambios son ocasionados por mutaciones puntuales, pudiendo modificar la

antigenicidad de estas regiones variables.

Todas las cepas de rotavirus G9 detectadas en el periodo 2005-2009
presentan el genotipo B de NSP4, o E1 segun la nueva nomenclatura

propuesta.
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7.

10.

A lo largo del tiempo estudiado (2005-09) se ha encontrado muy escasa
variabilidad genética en el genotipo E1 de NSP4 de las cepas de rotavirus

G9.

Las secuencias deducidas de aminoacidos de NSP4 se mantienen altamente
conservadas en las tres zonas hidrofébicas, observandose algunos cambios
en la region carboxi-terminal, en el dominio variable entre especies y en los

dominios de union a VP6 y a VP4,

El analisis filogenético de los genes codificantes de VP7 y de NSP4,
realizado tanto en forma individual como conjunta de ambos genes,

demuestra que las secuencias se agrupan en tres “clusters”.

Los estudios filogenéticos de los genes de VP7 y de NSP4 de 52 cepas del
genotipo G9 han permitido detectar 3 cepas (5,7%) con reordenamientos

genodmicos (“reassortments”) intra-genotipo.
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ANEXQOS

ANEXO 1

Descripcién de las cepas de rotavirus del genotipo G9 (ciudad, pais, afio de
aislamiento) cuyos genes de VP7 se analizan filogenéticamente. Se indica el
linaje VP7 y el num. de acceso en GenBank.

MUESTRA CIUDAD PAIS AfO VP7 s:::;‘:':ad(eGZ‘:;::k;’e la
ITA-MAR1-2005 | GENOVA ITALIA 2005 (L;;EP’J[Z]"' d EF150338
CIT-254RV CORK IRLANDA 2002 Linaje Ill ¢ AF281044
150-3 KOLKATA INDIA 2002 Linaje 1dG9 | AF501580
00-5G2509VP7 | TOKKYO JAPON 2004 LinajeldG9 | AB091748
17025-03 BELFAST IRLANDA 2005 Linaje lld G9 | DQ207390
Mc345 SAPPORO JAPON 1994 Linaje Ill a D38055
608VN HO CHI MINH VIETNAM 2002 Linaje Ill b AB091777
97's237 BENING CHINA 2000 Linaje IV AF260959
oM67 NEBRASKA USA 19932001 | Linaje V AJ491179
116E NEW DELHI INDIA 1993 Linaje Il 114072
AU32 AKITA JAPON 2000 Linaje | AB045372
Hokkaido-14 SHICHINOHE JAPON 2004 Linaje VI a AB176677
1P32-4 SHICHINOHE JAPON 2004 LinajeVId G9 | AB176682
P16-3 SHICHINONE JAPON 2005 Linaje VIcG9 | AB176680
1203 BENING CHINA 2000 Linaje VITG9 | AY003871
K-1 AIKITA JAPON 1995 Linaje Vie G9 | AB045374
P32-4 AOMORI JAPON 2004 Linaje VIbG9 | AB176682
1P29-6 SHICHINOHE JAPON 2004 Linaje Vg AB176681
270 SAGUNTO ESPARA 2005 Linaje Il d HQ450744
263 SAGUNTO ESPANA 2005 Linaje IIl d HQ589063
273 SAGUNTO ESPARA 2005 Linaje Il d HQ589064
277 VALENCIA ESPARA 2005 Linaje Il d HQ589065
284 VALENCIA ESPARA 2005 Linaje Il d HQ596337
297 CASTELLON ESPARA 2005 Linaje Il d HQ596338
305 CASTELLON ESPARA 2006 Linaje Il d HQ595303
306 CASTELLON ESPARA 2006 Linaje Il d HQ595304
308 CASTELLON ESPARA 2006 Linaje Il d HQ595305
310 CASTELLON ESPARA 2006 Linaje Il d HQ596339
312 CASTELLON ESPARA 2006 Linaje Il d HQ596340
315 CASTELLON ESPARA 2006 Linaje Il d HQ613820
321 CASTELLON ESPARA 2005 Linaje Il d HQ613821
327 SAGUNTO ESPARA 2006 Linaje Il d HQ633063
331 SAGUNTO ESPARA 2006 Linaje Il d HQ633064
345 SAGUNTO ESPANA 2006 Linaje Il d HQ633065
347 SAGUNTO ESPARA 2006 Linaje Il d HQ633066
364 CASTELLON ESPARA 2006 Linaje Il d HQ655299
424 VALENCIA ESPARA 2006 Linaje Il d HQ655300
425 VALENCIA ESPARA 2006 Linaje Il d HQ655301
445 CASTELLON ESPARA 2006 Linaje Il d HQ655302
450 CASTELLON ESPANA 2006 Linaje Il d HQ655303
452 VALENCIA ESPANA 2006 Linaje Il d HQ655304
458 SAGUNTO ESPARA 2006 Linaje Il d HQB55311
459 SAGUNTO ESPANA 2006 Linaje Il d HQ655310
460 SAGUNTO ESPANA 2006 Linaje Il d HQB55312
481 CASTELLON ESPANA 2006 Linaje Il d HQ655323
482 CASTELLON ESPANA 2006 Linaje Il d HQ655324
492 CASTELLON ESPANA 2007 Linaje Il d HQO655329
543 CASTELLON ESPANA 2007 Linaje Il d HQ655330
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572 VALENCIA ESPANA 2007 Linaje lll d HQ655325
573 VALENCIA ESPANA 2007 Linaje Il d HQ655326
575 VALENCIA ESPANA 2007 Linaje lll d HQ655327
576 VALENCIA ESPANA 2007 Linaje Il d HQ655313
586 VALENCIA ESPANA 2007 Linaje lll d HQ655328
589 VALENCIA ESPANA 2007 Linaje Il d HQ655314
606 VALENCIA ESPANA 2007 Linaje Il d HQ655315
615 VALENCIA ESPANA 2007 Linaje lll d HQ655316
617 VALENCIA ESPANA 2007 Linaje Il d HQ655317
620 VALENCIA ESPANA 2007 Linaje lll d HQ655318
621 VALENCIA ESPANA 2007 Linaje Il d HQ655319
622 VALENCIA ESPANA 2007 Linaje lll d HQ655320
625 CASTELLON ESPANA 2007 Linaje lll d HQ655331
629 CASTELLON ESPANA 2007 Linaje Il d HQ655332
630 CASTELLON ESPANA 2007 Linaje lll d HQ655333
652 SAGUNTO ESPANA 2007 Linaje Il d HQ655321
653 SAGUNTO ESPANA 2007 Linaje lll d HQ555322
655 SAGUNTO ESPANA 2007 Linaje lll d HQ655283
656 SAGUNTO ESPANA 2007 Linaje lll d HQ655284
664 CASTELLON ESPANA 2007 Linaje lll d HQ655285
676 VALENCIA ESPANA 2007 Linaje Il d HQ655286
680 VALENCIA ESPANA 2007 Linaje lll d HQ634584
736 VALENCIA ESPANA 2008 Linaje Il d HQ655309
739 VALENCIA ESPARNA 2008 Linaje lll d HQ634585
751 SAGUNTO ESPANA 2006 Linaje lll d HQ634586
766 VALENCIA ESPANA 2008 Linaje lll d HQ634587
783 VALENCIA ESPANA 2008 Linaje lll d HQ634588
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ANEXO 2

Descripcién de las cepas de rotavirus del genotipo G9 (ciudad, pais, afio de
aislamiento) cuyos genes de NSP4 se analizan filogenéticamente. Se indica el
genotipo NSP4 y el nim. de acceso en GenBank.

MUESTRA CIUDAD PAIS ANO NSP4 stz;::::ad(es:c:::k;’e la
51-885/06 LIUBLJANA SLOVENIA 2006 | E1 DQ995181
Omsk07-78 | SIBERIA RUSIA 2007 | E1 GU138210
PA110/05 PALERMO ITALIA 2005 | E1 EU872163
1052 ATLANTA USA 1999 | E1 AJ236765
osu AKITA JAPON 1996 | E1 D88831
Wa OHIO USA 1998 | E1 AF093199
AU32 AKITA JAPON 1996 | E1 D88830
KUN AKITA JAPON 1996 | E2 D88829
RVS VITORIA AUSTRALIA 1996 | E2 U59103
AUL AKITA JAPON 1996 | E3 D89873
EW CALIFORNIA USA 1997 | E7 U96335
Ch-1 GIFU JAPON 2001 | E10 AB065287
PO-13 GIFU JAPON 2001 | E11 AB009627
270 SAGUNTO ESPARA 2005 | E1 HQ450743
273 SAGUNTO ESPANA 2005 | E1 HQ589060
277 VALENCIA ESPARA 2005 | E1 HQ589061
297 CASTELLON ESPANA 2005 | E1 HQ589062
305 CASTELLON ESPARA 2006 | E1 HQ595300
306 CASTELLON ESPANA 2006 | E1 HQ595301
308 CASTELLON ESPANA 2006 | E1 HQ595302
309 CASTELLON ESPARA 2006 | E1 HQ596341
310 CASTELLON ESPANA 2006 | E1 HQ596342
312 CASTELLON ESPARA 2006 | E1 HQ596343
313 CASTELLON ESPANA 2006 | E1 HQ613816
314 CASTELLON ESPARA 2005 | E1 HQ613817
315 CASTELLON ESPARA 2006 | E1 HQ613818
321 CASTELLON ESPANA 2005 | E1 HQ613819
327 SAGUNTO ESPARA 2006 | E1 HQ633067
331 SAGUNTO ESPANA 2006 | E1 HQ633068
345 SAGUNTO ESPARA 2006 | E1 HQ633069
364 CASTELLON ESPANA 2006 | E1 HQ655262
373 VALENCIA ESPANA 2006 | E1 HQ655263
424 VALENCIA ESPARA 2006 | E1 HQ655264
425 VALENCIA ESPANA 2006 | E1 HQ655265
445 CASTELLON ESPARA 2006 | E1 HQ655266
450 CASTELLON ESPANA 2006 | E1 HQ655267
452 VALENCIA ESPARA 2006 | E1 HQ655268
458 SAGUNTO ESPARA 2006 | E1 HQ655269
459 SAGUNTO ESPANA 2006 | E1 HQ655270
460 SAGUNTO ESPARA 2006 | E1 HQ655271
475 SAGUNTO ESPARA 2006 | E1 HQ655272
481 CASTELLON ESPARA 2006 | E1 HQ655293
482 CASTELLON ESPARA 2006 | E1 HQ655294
492 CASTELLON ESPARA 2007 | E1 HQ655288
541 CASTELLON ESPARA 2007 | E1 HQ655273
543 CASTELLON ESPARA 2007 | E1 HQ655289
572 VALENCIA ESPARA 2007 | E1 HQ655295
573 VALENCIA ESPARA 2007 | E1 HQ655296
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575 VALENCIA ESPANA 2007 | E1 HQ655297
586 VALENCIA ESPANA 2007 | E1 HQ655298
589 VALENCIA ESPANA 2007 | E1 HQ655274
606 VALENCIA ESPANA 2007 | E1 HQ655275
615 VALENCIA ESPANA 2007 | E1 HQ655276
617 VALENCIA ESPANA 2007 | E1 HQ655277
620 VALENCIA ESPANA 2007 | E1 HQ655278
621 VALENCIA ESPANA 2007 | E1 HQ655279
622 VALENCIA ESPANA 2007 | E1 HQ655280
625 CASTELLON ESPANA 2007 | E1 HQ655290
629 CASTELLON ESPANA 2007 | E1 HQ655291
630 CASTELLON ESPANA 2007 | E1 HQ655292
636 CASTELLON ESPANA 2007 | E1 HQ655281
652 SAGUNTO ESPANA 2007 | E1 HQ655282
655 SAGUNTO ESPANA 2007 | E1 HQ655283
656 SAGUNTO ESPANA 2007 | E1 HQ655284
664 CASTELLON ESPANA 2007 | E1 HQ655285
676 VALENCIA ESPANA 2007 | E1 HQ655286
680 VALENCIA ESPANA 2007 | E1 HQ634584
736 VALENCIA ESPANA 2008 | E1 HQ655287
739 VALENCIA ESPANA 2008 | E1 HQ634585
751 SAGUNTO ESPANA 2006 | E1 HQ634586
766 VALENCIA ESPANA 2008 | E1 HQ634587
783 VALENCIA ESPANA 2008 | E1 HQ634588
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