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Resumen

Introduccidn: Rotavirus A (RVA] presenta asociaciones G-/P- comunes e inusuales. El reordenamiento
entre cepas durante una coinfeccién constituye uno de sus mecanismos mas importantes en la gene-
racién de diversidad genética. Durante el periodo 2017-2018, se detectaron dos asociaciones inusuales
(G9P[4] y G8P[8]]) por primera vez en Argentina. Se desconoce si representan nuevas introducciones o
si son producto de un reordenamiento entre asociaciones comunes locales. Objetivo: Analizar las relacio-
nes filogenéticas y evolutivas de GIP[4] y G8P[8] con respecto a las asociaciones comunes circulantes
del mismo periodo. Materiales y métodos: Se incluyeron cepas de RVA representativas de asociaciones
comunes (n=11] e inusuales (n=2), detectadas durante el periodo 2016-2018, en el marco de la vigi-
lancia epidemioldgica nacional. Partiendo de materia fecal, se realizé la extraccién de acidos nucleicos
y se amplificaron y secuenciaron los 11 segmentos genémicos. Se determinaron las constelaciones
genéticas, se construyeron arboles filogenéticos y se elaboraron matrices de distancia en los niveles
nucleotidico y aminoacidico. Resultados: Las constelaciones obtenidas fueron GP[4]-12-R2-C2-M2-A2-
N2-T2-E6-H2 y G8P[8]-12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2. La G8P[8] se relaciond en 10 segmentos con una
G3P[8] que circulé en 2016. GIP[4] se relaciond en 6 genes con una G2P[4] que circulé en 2016, en 2
genes, con una G3P[8] del 2016 y en un gen, con una_G2P[4] del 2017. Sin embargo, no se observaron
fenémenos de reordenamiento en ninguno de los 11 segmentos. Conclusiones: Las cepas emergentes
GIP[4] y GBP[8], detectadas en Argentina, son producto de una introduccién en nuestro pais.
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Introduction. Rotavirus A (RVA] presents common and unusual G-/P- associations. The re-assortment
between strains during a co-infection is one of the most important mechanisms in generating genetic
diversity. In Argentina, two unusual associations (G9P[4] and G8P[8]] were detected for the first time
during 2017-2018. It is unknown whether these strains represent new introductions or are the result of
reassortment between local common associations. Objective. To analyze the phylogenetic and evolutio-
nary relationships of the GIP[4] and G8P[8] strains respect to the common associations that circulated
during the same period. Materials and Methods. Representative RVA strains of both common (n=11] and
unusual associations (n=2) detected during 2016-2018 were included in this study, as part of national
epidemiological surveillance. Nucleic acids were extracted from fecal samples, and all 11 genomic seg-
ments were amplified and sequenced. The genetic constellations of all strains were determined, phyloge-
netic trees were constructed, and nucleotide and amino acid distance matrices were generated. Results.
The constellations of both associations were GP[4]-12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E6-H2 and G8P[8]-12-R2-
C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2. In 10 segments, the G8P[8] strain was more closely related to a G3P[8] strain
that circulated in 2016. In 6 genes, G3P[4] was more closely related to a G2P[4] strain that circulated
in 2016, whereas in 2 genes it was more closely related to a G3P[8] strain from 2016, and in 1 gene to a
G2P[4] strain from 2017. However, no reassortment events were observed in any of the 11 segments.
Conclusions. The emerging GIP[4] and G8P[8] strains detected in Argentina are the result of novel intro-
ductions into our country.
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Introduccién

La infeccion por rotavirus del grupo A (RVA) es la causa
mas importante de diarrea aguda no inflamatoria en los ni-
fios. En general, es responsable de provocar anualmente mas
de 450.000 muertes en menores de 5 afios, con un patrén de
mortalidad heterogéneamente distribuido, ya que la mayoria
de las muertes ocurren en paises en desarrollo*?. En Argenti-
na, antes de la incorporacién de la vacunacién universal contra
rotavirus, se notificaban anualmente méas de 1,2 millones de
casos de diarrea aguda de los cuales la mitad se producia en
menores de 5 afios3. Por su parte, el rotavirus era responsable
de aproximadamente 150.000 casos de diarrea aguda, 15.000
ingresos hospitalarios y alrededor de 30 muertes por afio en
este grupo etario®. Porlo tanto, la enfermedad diarreica por RVA
tiene unimpacto significativo en la morbilidad y mortalidad, asi
como en los costos de salud.

El genoma del rotavirus comprende 11 segmentos de ARN
bicatenario (ARNdc) que estan rodeados por una cépside ico-
saédrica de tres capas. Estos segmentos de ARN codifican seis
proteinas estructurales virales (VP1 a VP4, VP6 y VP?] y seis
proteinas no estructurales (NSP1 a NSP6). La capa externa de la
capside viral contiene las proteinas VP? y VP4, responsables de
generar la produccién de anticuerpos neutralizantes e, histérica-
mente, las diferencias genéticas y antigénicas se han utilizado
para clasificar a los rotavirus en tipos G (glicoproteina) y tipos P
(proteasa), respectivamente>®.

A pesar de que se han descrito multiples asociaciones de ge-
notipos, solo seis han sido detectadas en forma predominante en
infecciones clinicas humanas, consideradas usuales o comunes:
G1P(8), G2P(4), G3P(8), G4P(8), GIP(8) y G12P(8)"8. Estas
asociaciones de los tipos G y P han demostrado tener una mayor
adaptabilidad que otras, lo que les permite diseminarse en la po-
blacion de manera eficiente. La cocirculacidn, las fluctuaciones
interanuales y geograficas, asi como la aparicién periédica de
cepas consideradas inusuales, son caracteristicas de la epide-
miologfa del rotavirus®.

Estudios de similitud del ARN gendmico de diferentes grupos
y combinaciones de los tipos G y P han demostrado que existen
restricciones en el reordenamiento de genes y que, en su mayo-
ria, estan reguladas por la interaccion entre diferentes proteinas
virales y las interacciones virus — hospedador'®*!, Globalmente,
se han definido tres grupos caracteristicos (genogrupos), anti-
génicamente distantes entre si, que han sido denominados de
acuerdo con su cepa de referencia: Wa, DS-1 y AU-1. El genogru-
po Wa presenta en su mayoria el genotipo P[8], asociado a los
tipos G : G1, G3, G4, G y G12; el genogrupo DS-1 generalmente
contiene el genotipo P[4] asociado al tipo G2; y el genogrupo
AU-1 estd representado por la combinacion G3P[9].

Hace algo mas de una década, el Grupo de Trabajo de Clasi-
ficacion de Rotavirus (RCWG, del inglés, Rotavirus Classification
Working Group) propuso un abordaje superador al de la clasifica-
cién binaria convencional mediante el analisis integral de los 11
segmentos del genoma de rotavirus, asignandoles acadaunode
ellos un genotipo de acuerdo con su secuencia hucleotidica, es-
tableciendo lo que se denominan constelaciones genéticas (ex-

presadas como GxP[x]-Ix-Rx-Mx-Cx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx, en donde “x”
reemplaza a un ndmero arabigo que se asigna de acuerdo con el
genotipo de los genes VP?7, VP4, VPG VP1, VP2, VP3,NSP1, NSP2,
NSP3, NSP4 y NSP5, respectivamente) 1213, Este tipo de aborda-
je demostré ser una herramienta Util para evaluar las relaciones
evolutivas entre diferentes cepas, rastrear eventos de reordena-
miento genético, estudiar la vinculacién funcional de los genes
y comprender los origenes de las cepas de rotavirus poco fre-
cuentes. En este sistema, la cepa Wa se clasifica como genotipo
1 (G1-P[8]-11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1), la cepa DS-1, como
genotipo 2 (G2-P[4]-12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2) y la cepa
AU-1, como genotipo 3 (G3-P[9]-13-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3).

Estos virus evolucionan a través de diversos mecanismos ge-
néticos. Debido a la falta de capacidad para corregir errores de
la ARN polimerasa dependiente del ARN, los rotavirus acumulan
constantemente mutaciones puntuales en cada ciclo de replica-
cién, lo que colabora en la evolucién del virus?C, Por otra parte,
debido a su naturaleza segmentada, el reordenamiento entre
cepas de rotavirus (intercambio de uno 0 mas segmentos geno-
micos entre dos cepas) como resultado de una coinfeccion en
un mismo hospedador representa otro de los mecanismos evo-
lutivos de mayor importancialt4,

En el 2006, la Organizacién Mundial de la Salud recomendé
como estrategia la incorporacién de la vacunacién universal
contra el rotavirus en los Calendarios Nacionales de Vacuna-
cion con el objetivo de disminuir la carga de enfermedad seve-
ra asociada a este enteropatdgeno viral en los menores de 5
afios!®. Actualmente, existen dos vacunas orales licenciadas:
una pentavalente con reordenantes humano - bovino de tres
dosis (RotaTeq®Merck]) y una monovalente de rotavirus huma-
no atenuado, de 2 dosis (Rotarix® GSK)'®1”. Ambas vacunas
han demostrado ser seguras y eficaces'”8. A pesar de que
América Latina experimentd una rapida y exitosa introduccién
de vacunas contra el rotavirus a partir del 2006, Argentina in-
corpord Rotarix® GSK a su Programa Nacional de Inmunizacién
desde el 1 de enero de 2015%°.

Se ha descrito que la introduccién de la vacuna puede pro-
ducir cambios rapidos en los patrones de circulacién de los
genotipos de rotavirus, es decir, cambios en la ecologia viral.
Particularmente, en paises que habian implementado la vacu-
na monovalente, se observé un aumento en la deteccion de la
asociacion G2P[4] en los casos residuales de diarrea por rota-
virus, y un aumento de G3P[8] cuando la vacuna pentavalente
se utilizé como estrategia masiva®®-23

En Argentina, luego de dos afos de la implementacién de la
vacuna, se observo una disminucién significativa en los casos
de diarrea aguda de cualquier etiologia y en los casos de rota-
virus confirmados en los menores de 5 afios. Con respecto a
los genotipos circulantes en el periodo posvacunal, durante el
primer afio, se vio un desplazamiento significativo hacia la aso-
ciacion G2P[4], pero, posteriormente, disminuyd hasta hacerse
indetectable y se observaron un aumento de G3P[8], G12P[8]
y algunas asociaciones inusuales®. Mas recientemente, se de-
tectdé un aumento en la circulacién de asociaciones considera-
das no comunes: G3P[4] en el 2017 y G8P[8] en el 20182°. En
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Tabla 1. Descripcién general de las muestras incluidas en el estudio.

Genotipo asignado
Afo | TipoG/P- | Nombre VPG VP1 VP2 VP3 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSPS
Cepas emergentes
2017 | G9P[4] | Argl5957
2018 | G8P[8] | Arg16571
Asociaciones de los tipos 6/P comunes

2016 | G2P[4] | Argl5170

2016 | G3P[8] | Argl5240

2016 | GIP[8] | Arg15189 Il R1 c1 M1 Al N1 1 EL H1
2016 | G12P[8] | Arg15133 11 R1 ofh M1 Al N1 T E1 H1
2017 | G2P[4] | Arg15805

2017 | G3P[8] | Argl5509 11 R1 c1 M1 Al N1 T E1 H1
2017 | G12P[8] | Arg15830 11 R1 c1 M1 Al N1 T EL H1
2017 | GIP[8] | Arg15892 11 R1 c1 M1 Al N1 T EL H1
2018 | G12P[8] | Argl6273 11 R1 c1 M1 Al N1 T E1 H1
2018 | GIP[8] | Arg15987 It R1 c1 M1 Al N1 T E1 H1
2018 | G3P[8] | Argl6618 11 R1 c1 X Al N1 T1 E1 H1

» X, genotipo no asignado. Observaciones: para una mejor visualizacion, Los genotipos 1 se identifican en verde; los genotipos 2, en rojo y el

genotipo b, en celeste.

el contexto de la vigilancia posvacunal, laemergencia de nuevas
asociaciones y los nuevos paradigmas de analisis propuestos
mundialmente para determinar el origen evolutivo de las mis-
mas son hechos que promueven el abordaje de estos eventos
mediante tales modelos.

El objetivo del presente trabajo fue analizar el genoma com-
pleto de las cepas inusuales emergentes de rotavirus GIP[4] y
G8P[8], detectadas durante la vigilancia posvacunal en Argen-

tina durante 2017-2018, y las relaciones filogenéticas con res-
pecto a las cepas comunes circulantes en el mismo periodo. De
esta forma, serd posible investigar en forma integral si la emer-
gencia de estas asociaciones inusuales son producto de un re-
ordenamiento entre segmentos de cepas comunes que circulan
frecuentemente, lo que les ha permitido adquirir una adaptabili-
dad eficiente para diseminarse con relativa frecuencia, o sisonel
resultado de la introduccidn de una nueva cepa.
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Materiales y métodos

Se realizd un estudio descriptivo, de corte transversal,
en el que se selecciond un grupo de 13 muestras de ma-
teria fecal provenientes de la coleccién del Laboratorio de
Gastroenteritis Virales del INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”
que representaran el conjunto de cepas inusuales, una
GIP[4] y una GBP[8] y las comunes que circularon duran-
te el periodo 2016 a 2018, tomando 4 muestras de cada
uno de los afos 2016 y 2017, y 3 muestras de 2018, que
pudieron haber influenciado la adaptabilidad de ellas. Estas
muestras fueron recolectadas en el marco de la vigilancia
epidemiolégica molecular de RVA a través de la Red Nacio-

nal de Vigilancia de Gastroenteritis Virales que coordina el
Laboratorio Nacional de Referencia de Rotavirus y Norovi-
rus. La caracterizacién molecular de los tipos G y P se habia
realizado previamente mediante la extraccién del ARN viral,
a través del uso de columnas de silica (QlAmp Viral RNA Kit,
Diagen] de acuerdo con las recomendaciones del fabrican-
te. Posteriormente, se amplificaron y secuenciaron los ge-
nes que codifican para las proteinas VP? y VP4, de acuerdo
con procedimientos descritos previamente®. El criterio de
representatividad que se utilizé en la seleccién fue que,
para cada afio, una misma combinacién de tipo G/P tuvie-
se mas del 95% de identidad en el nivel nucleotidico en las

Figura 1. Andlisis filogenético y matriz de distancias del gen VP?.
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83,9% .

» a) Arbol filogenético de maxima verosimilitud del gen VP? del rotavirus de las cepas emergentes G9P[4] y G8P[8], y de cepas de asaciaciones
comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de 10.000
réplicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucledtidos por sitio). Las cepas emergentes se

indican en color rojo y los distintos tipos G se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen VP? de las cepas emergentes GP[4] y

G8P[8] con respecto a las cepas de asociaciones comunes.
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Figura 2. Andlisis filogenético y matriz de distancias del gen VP4.
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» a) Arbol filogenético de méaxima verosimilitud del gen VP4 (parcial) del rotavirus de las cepas emergentes G3P[4] y G8P[8], y de cepas de aso-
ciaciones comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de
10.000 réplicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucleétidos por sitio). Las cepas emergentes

se indican en color rojo y los distintos tipos P se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen VP4 (parcial) de las cepas emergentes GIP[4]

y GBP[8] con respecto a las cepas de asociaciones comunes.

secuencias de los genes VP? y VP4 (andlisis preliminar). De
presentar un menor porcentaje, se incluiria para ese mismo
afio una segunda muestra que representara a esa subpo-
blacién de la combinacién.

Por otra parte, las muestras seleccionadas en este estu-
dio para la genotipificacién de los 9 segmentos restantes
fueron reextraidas de acuerdo con lo mencionado anterior-
mente. Posteriormente, se realizé una retrotranscripcion,
seguida de una reacci6n en cadena de la polimerasa (RT-
PCR), con el objetivo de amplificar los 9 segmentos genémi-

cos mediante el uso de reactivos comerciales del tipo “en un
solo paso” (one-step RT-PCR kit] con cebadores especificos,
descritos previamente en la literatura®®. Los productos de
amplificacién se sometieron a electroforesis en un gel de
agarosaal 1% con el objetivo de visualizar las bandas corres-
pondientes a los fragmentos esperados. Las bandas fueron
cortadas del gel para luego ser purificadas por un método de
extraccion de gel de un kit comercial, de manera de eliminar
impurezas y otros componentes de la reaccion no deseados
(AccuPrep PCR/Gel purification kit, Bioneer]. Por dltimo, se
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Figura 3. Andlisis filogenético y matriz de distancias del gen VP6.
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» a) Arbol filogenético de maxima verosimilitud del gen VPG del rotavirus de las cepas emergentes GIP[4] y G8P[8], y de cepas de asociaciones
comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de 10.000 ré-
plicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucledtidos por sitio). Las cepas emergentes se indican
en color rojo y los distintos tipos | se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen VP6 de las cepas emergentes GIP[4] y G8P[8]
con respecto a las cepas de asociaciones comunes.

realizé la reaccion de secuenciacién utilizando los mismos

cebadores especificos que se usaron en la RT-PCR. Los pro-  Biosystems).

ductos de esta reaccion también fueron purificados por un
kit comercial (BigDye XTerminator Purification Kit, Applied
Biosystems]) y se secuenciaron con un equipo de secuen-
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ciacién por Sanger (3500 Series Genetic Analyzer, Applied

La edicién de las secuencias obtenidas se realizé me-
diante el programa BioEdit v7.0.1. A cada una de ellas, se
les asignd su genotipo correspondiente mediante el uso de
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Figura 4. Andlisis filogenético y matriz de distancias del gen VP1.
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» a) Arbol filogenético de maxima verosimilitud del gen VP1 (parcial] del rotavirus de las cepas emergentes GP[4] y G8P[8], y de cepas de aso-
ciaciones comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de
10.000 réplicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucledtidos por sitio). Las cepas emergentes

se indican en color rojo y los distintos tipos R se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen VP1 (parcial] de las cepas emergentes GIP[4]

y G8P[8] con respecto a las cepas de asociaciones comunes.

la herramienta online Rotavirus A Genotype Determination,
que se encuentra disponible en el sitio web Virus Pathogen
Database and Analysis Resource (ViPR, https://legacy.vi-
prbrc.org/brc/rvaGenotyper.spg?method=ShowCleaninput
Page&decorator=reo). Para cada gen, se determind el por-
centaje de identidad en el nivel nucleotidico y aminoacidi-
co de las muestras seleccionadas en el presente estudio.
Asimismo, se dedujeron las secuencias de amino3acidos a

partir de las secuencias nucleotidicas para identificar po-
tenciales cambios. En ambos casos, se utiliz6 el programa
MEGA X v10.1.8. Para conocer las relaciones evolutivas, se
construyeron los arboles filogenéticos de cada gen por el
método de maxima verosimilitud, mediante el servidor web
IQ-TREE (http://iqtree.cibiv.univie.ac.at), posterior a la esti-
macién del modelo de sustitucion, de acuerdo con el criterio
de informacidn de Akaike y con medidas de confiabilidad del

ByPC ene-abr 2025; 89(1):44-59 // ISSN-e 2684-0359
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Figura 5. Andlisis filogenético y matriz de distancias del gen VP2
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» a) Arbol filogenético de méaxima verosimilitud del gen VP2 (parcial) del rotavirus de las cepas emergentes GIP[4] y G8P[8], y de cepas de aso-
ciaciones comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de
10.000 réplicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucleétidos por sitio). Las cepas emergentes

se indican en color rojo y los distintos tipos C se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen VP2 (parcial) de las cepas emergentes GIP[4]

y G8P[8] con respecto a las cepas de asociaciones comunes.

agrupamiento filogenético (Ultrafast Bootstrap).

El presente trabajo fue aprobado por el Comité de Etica
en Investigacién del Instituto Nacional de Enfermedades
Virales Humanas INEVH-ANLIS “Dr. Julio Maiztegui”, bajo el
protocolo INEVH 07/20189.

Resultados
Descripcion general de la poblacidn bajo estudio

De acuerdo con los criterios de inclusién, se seleccio-
naron dos muestras que representaron las asociaciones

inusuales (Arg15957 y Arg16571 para GIP[4] y G8P[8],
respectivamente) y 11 muestras de combinaciones G-/P-
comunes (G2P[4],G3P[8],GIP[8] y G12P[8]], que circula-
ron entre los afios 2016 y 2019 (Tabla 1). No se observaron
subpoblaciones virales de una misma asociacién para un
determinado afio.

Constelaciones genémicas
Las constelaciones gendmicas de las cepas emergentes
fueron G9P[4]-12-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E6-H2 y G8P[8]-I2-

ByPC ene-abr 2025; 89(1):44-59 // ISSN-e 2684-0359
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Figura 6. Andlisis filogenético y matriz de distancias del gen VP3.
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» a) Arbol filogenético de maxima verosimilitud del gen VP3 (parcial] del rotavirus de las cepas emergentes G3P[4] y G8P[8], y de cepas de aso-
ciaciones comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de
10.000 réplicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucledtidos por sitio). Las cepas emergentes

seindican en color rojo y los distintos tipos M se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen VP3 (parcial) de las cepas emergentes GIP[4]

y G8P[8] con respecto a las cepas de asociaciones comunes.

R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2. Por otra parte, en todas las aso-
ciaciones comunes, se observaron constelaciones puras:
las cepas G2P[4] presentaron una constelacion 12-R2-C2-
M2-A2-N2-T2-E2-H2 y las cepas G3P[8], GIP[8] y G12P[8]
posefan una disposicién caracteristica del genotipo 1 (I1-
R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1). Llamativamente, 1 sola mues-
tra (Arg15240], detectada en el afo 2016, presentd la com-
binacién G3P[8], pero con una constelacién gendmica pura
del genotipo 2 (Tabla 1).

Andlisis comparativo entre las cepas emergentes y las aso-
ciaciones comunes

En elanalisis del gen VP?, se detectaron 5 tipos G: G2, G3,
G8, G9y G12. De acuerdo con lo esperado por representar
un genotipo inusual, G8 demostré una identidad promedio
enlos niveles nucleotidicoy aminoacidicode 74,1%y 81,0%,
respectivamente y no se agrupé con ninguno de los genoti-
pos considerados comunes en el arbol filogenético (Figura
1). Por otra parte, el genotipo G9 de la asociacién GIP[4]
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Figura 7. Andlisis filogenético y matriz de distancias del gen NSP1.
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» a) Arbol filogenético de maxima verosimilitud del gen NSP1 del rotavirus de las cepas emergentes G3P[4] y G8P[8], y de cepas de asociaciones
comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de 10.000 ré-
plicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucleétidos por sitio). Las cepas emergentes se indican

en color rojo y los distintos tipos A se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen NSP1 de las cepas emergentes G3P[4] y G8P[8]

con respecto a las cepas de asociaciones comunes.

se agrupd con la cepa Arg15189 (GIP[8]) que circulé en el
afo 2016. Asimismo, entre ellas se observé la mayor simi-
litud, con unaidentidad de 96,6% en el nivel nucleotidico y
también aminoacidico (Figura 1). Con respecto al andlisis
comparativo de la secuencia de aminoacidos, se identifi-
caron diez cambios aminoacidicos, de los cuales solo uno
corresponde a un sitio antigénico (E125K].

Por otra parte, en el analisis de VP4 se detectaron 2 ti-
pos P: P[4] y P[8]. Se observé que la P[4] detectada en el
2017 se agrupa con 2 cepas asociadas con el genotipo G2:
una que circuld ese mismo afio (Arg15805]), y otra detec-

tada el afio anterior (Arg15170). Sin embargo, con la que
presenté mayor similitud en el nivel nucleotidico y el ami-
noacidico fue con Arg15170, con identidades nucleotidi-
cas de 97,4% y aminoacidicas de 97,3%, respectivamente.
El andlisis de las secuencias de aminoacidos revel6 siete
diferencias, de las cuales solo una corresponde a un sitio
antigénico (0114P). Por otro lado, la P[8] se agrupd con
una G3P[8], Arg15240, que circuld en nuestro pais en el
2016, con una similitud nucleotidica y aminoacidica de
98,9% y 97,9%, respectivamente (Figura 2). En este caso,
solo se identificaron 3 cambios de aminoacidos entre am-
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Figura 8. Andlisis filogenético y matriz de distancias del gen NSP2.
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» a) Arbol filogenético de maxima verosimilitud del gen NSP2 del rotavirus de las cepas emergentes G3P[4] y G8P[8], y de cepas de asociaciones
comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de 10.000 ré-
plicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucleétidos por sitio). Las cepas emergentes se indican

en color rojo y los distintos tipos N se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen NSP2 de las cepas emergentes GP[4] y G8P[8]

con respecto a las cepas de asociaciones comunes.

bas secuencias, de los cuales uno se relaciona con un sitio
antigénico (G195D).

Con respecto al resto de los 9 segmentos genémicos,
se observaron algunas similitudes en el patrén de agru-
pamientos. En los arboles filogenéticos de los genes VPG,
VP3, NSP3 y NSP5, la cepa G8P[8] se agrupé en un clado
separado del resto de las cepas que también poseian el
genotipo 12, M2, T2 y H2, respectivamente (Figuras 3, 6,
9 y 11). Desafortunadamente, no se pudo asignar el tipo
M de la cepa Arg16618 debido a que, luego de multiples
intentos, no fue posible amplificar el gen VP3. De cualquier

manera, la cepa emergente presenté mayor identidad en
el nivel nucleotidico y de aminodacidos para estos cuatro
genes con la cepa G3P[8] Arg15240 que circuld en el afio
2016. Por el contrario, en la cepa GIP[4], se observé una
relacion evolutiva mas cercana a las cepas G2P[4] en es-
tos genes. En términos de similitud, en los genes NSP3 y
NSP5 se observé la mayor identidad con la cepa G2P[4]
Arg15170 que circulé en el afio 2016. Sin embargo, llama-
tivamente, en los genes VP6 y VP3, la cepa GIP[4] mostro
mayor similitud nucleotidica y aminoacidica con la otra
asociacién emergente, G8P[8] (Figuras 3,6,9y 11].
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Figura 9. Andlisis filogenético y matriz de distancias del gen NSP3.
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» a) Arbol filogenético de maxima verosimilitud del gen NSP3 del rotavirus de las cepas emergentes G9P[4] y G8P[8], y de cepas de asociaciones
comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de 10.000 ré-
plicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucledtidos por sitio). Las cepas emergentes se indican

en color rojo y los distintos tipos T se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen NSP3 de las cepas emergentes GIP[4] y G8P[8]

con respecto a las cepas de asociaciones comunes.

Elanalisis del gen VP1 mostré un patrén de agrupamien-
to distinto. Si bien G8P[8] se agrupé en un clado separado
de las otras cepas con genotipo R2, se observé que GIP[4]
se agrupd junto con las cepas G2P[4] y G3P[8] (Figura 4).
Esto también se observd analizando el gen NSP2 (Figura
8). Las mayores similitudes en VP1 se encontraron con
la cepa Arg15805 (G2P[4]) y la cepa Arg15240 (G3P[8])
para GP[4] y G8P[8], respectivamente (Figura 4). Con
respecto a NSP2, tanto la cepa G8P[8] como la cepa
GIP[4] presentaron el mayor porcentaje de similitud con

la cepa G3P[8] Arg15240 (Figura 8).

Los arboles filogenéticos de los genes VP2 y NSP1 de-
mostraron que tanto G8P[8] como GIP[4] se agruparonen
el mismo subclado del genotipo C2 y A2, respectivamente,
junto con la cepa Arg15240 (G3P[8] del afio 2016]) (Figu-
ras 5y 7). Sin embargo, el anélisis de identidad demostrg
que solo la cepa G8P[8] presenté el mayor porcentaje de
similitud con la cepa Arg15240, mientras que G9P[4] tuvo
mayor similitud con las cepas G2P[4] (Figuras 5y 7).

Por dltimo, el estudio del gen NSP4 demostré la presen-
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Figura 10. Analisis filogenético y matriz de distancias del gen NSP4.
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» a) Arbol filogenético de maxima verosimilitud del gen NSP4 del rotavirus de las cepas emergentes G3P[4] y G8P[8], y de cepas de asociaciones
comunes que circularon durante el periodo 2016-2018 en Argentina. Se muestran los valores de Ultrafast Bootstrap (>85) a partir de 10.000 ré-
plicas en los nodos. Las barras de escala indican la distancia genética (sustituciones de nucleétidos por sitio). Las cepas emergentes se indican

en color rojo y los distintos tipos E se muestran en llaves.

» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen NSP4 de las cepas emergentes GIP[4] y G8P[8]

conrespecto a las cepas de asociaciones comunes.

cia de 3 tipos E: E1, E2 y E6. Nuevamente, el genotipo de
la GIP[4] (EB) no se agrupd con ninguna de las secuen-
cias de las cepas comunes por representar un genotipo
distinto. En cambio, se observé que la cepa G8P[8] esta-
ba mas cercanamente relacionada con la cepa Arg15240
(G3P[8]) tanto en términos evolutivos como en la identi-
dad nucleotidica y aminoacidica (Figura 10).
Discusion

El presente estudio analizd la constelacion genética de
las cepas inusuales GIP[4] y G8P[8], junto con otras aso-
ciaciones comunes que circularon contemporaneamente.

Este abordaje resulta de utilidad para conocer si existieron
potenciales eventos de reordenamiento que les hayan per-
mitido a estas cepas emergentes adquirir adaptabilidad y
expliquen su circulacién en moderada frecuencia®%’
G8P[8] se relacioné mayoritariamente con una cepa
G3P[8]-equine like que circuld en el afio 2016. Por otra
parte, GIP[4] demostrd tener mayor heterogeneidad en su
identidad, aunque principalmente se observé que estd mas
evolutivamente relacionada con cepas G2P[4]. De cualquier
manera, en ninguno de los once segmentos se alcanzé una
similitud por encima del 99%. Estos resultados indican que
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Figura 11. Analisis filogenético y matriz de distancias del gen NSP5.
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» b) Tabla de porcentaje de identidad en los niveles nucleotidico (nt) y aminoacidico (aa) del gen NSP5 de las cepas emergentes GIP[4] y G8P[8]

con respecto a las cepas de asociaciones comunes

estas asociaciones no adquirieron segmentos de las cepas
comunes locales. Por lo tanto, la emergencia de GIP[4] y
G8P[8] fue producto de una nueva introduccién. En este
sentido, estudios previos realizados solamente con el gen
VP? revelaron que ambas combinaciones inusuales mos-
traron mayor identidad con cepas que fueron identificadas
circulando en Europa y el sudeste asiatico®®. Estos resulta-
dos extienden esta observacién a los otros diez segmentos
genémicos restantes.

El andlisis integral de las constelaciones genéticas ha

permitido determinar que hay combinaciones de proteinas
que funcionan mejor que otras y que le brindan al virus ma-
yor adaptabilidad y eficiencia en su diseminacién'®?’, Este
fenémeno, denominado ligamiento genético, se observa en
las cepas emergentes detectadas. En primer lugar, no se
observaron constelaciones mixtas entre los genotipos 1 y
2.GIP[4] es una combinacién de un tipo G y un tipo P, a los
que habitualmente se los asocia con origenes evolutivos
distintos (Wa-like y DS-1-like, respectivamente]. Sin embar-
g0, la presencia de una constelacién asociada al genotipo 2
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indicaria que la vinculacién genética mas favorable estuvo
determinada por el tipo P. Por otra parte, G8P[8] retrata un
escenario inverso: un tipo G asociado a un origen DS-1-like
y un tipo P a Wa-like. Pero, en este caso, este tipo P ya ha
demostrado asociarse con constelaciones genéticas puras
del genotipo 2 de forma eficiente?®2°, por lo que podria ex-
tenderse la hipétesis de una configuracién genética deter-
minada por el gen VP4 (tipo P ).

Sibien la estrategia de vacunacién universal resulté ser exi-
tosa en términos de reducir la carga de enfermedad diarreica
en los menores de 5 afos, la deteccion de estos nuevos emer-
gentes, genéticamente distantes de la cepavacunal,enlos ca-
sos residuales, sugiere el papel que las vacunas cumplenenla
presion selectiva. Asimismo, la creciente frecuencia con la que
se identifican las asociaciones inusuales DS-1-like demuestran
que pudieron haber desarrollado mecanismos mas eficientes
de diseminacién, en un contexto de disminucién de poblacio-
nes susceptibles a cepas Wa-like. Por lo tanto, este analisis
representa un punto de partida para futuros estudios de adap-
tabilidad de este tipo de emergentes.

El presente trabajo contempla algunas limitaciones. En pri-
mer lugar, si bien se exploré la diversidad de cada asociacion
para el periodo de estudio, no se descarta que circulen distintas
variantes de la misma asociacién tipo G/P en una misma tem-
porada. Del mismo modo, en este estudio, se contemplaron las
cepas circulantes detectadas entre 2016 y 2018. Por lo tanto,
podria esperarse que algunos de los segmentos de la conste-
lacién de las cepas inusuales pudieran haberse adquirido de
otras que circularon con anterioridad y persistieron en |a pobla-
cién de forma criptica.

De cualquier manera, los resultados obtenidos en este estu-
dio son de gran utilidad, ya que aportan evidencia de la comple-
jadinamica de la circulacion de los genotipos de RVA en nuestro
pais. Ademas, contribuyen con informacién sustancial para los
responsablesimplicados en la toma de decisiones respecto del
impacto de la vacuna contra nuevos emergentes. Se considera
necesario analizar en profundidad estos eventos evolutivos en
el marco de una vigilancia local y continua de la diversidad ge-
nética luego de esta intervencién para analizar su impacto en
la poblacién pediatrica no solo desde el punto de vista clinico,
sino también de la ecologia viral.
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