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R1: Captura positive

R2: Captura negative

RAW: formato de datos crudos.

RCWG: Rotavirus Classification Working
Group

ROC: Receiver-Operating Characteristic
RT-PCR: Transcripciéon reversa seguida de
una reaccién en cadena de la polimerasa

RV: Rotavirus

RVA: Rotavirus grupo A

S: Espicula

SDS: duodecil sulfato de sodio

TLP: Triple layer particle (Particula triple
capa)

TMRCA: Ancestro comin mas reciente

UK: Reino Unido

ul: microlitros

UPGMA: agrupacién de las secuencias que
presentan la menor distancia genética entre
si.

USA: Estados Unidos

UV: Ultra violeta

VP: Proteina estructural

WTA: Whole transcriptome amplification.
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Resumen

Las diarreas neonatales representan uno de los sindromes clinicos mas
relevantes y frecuentes en potrillos menores de 6 meses de edad. Rotavirus grupo
A (RVA) es el principal agente viral asociado a diarreas en potrillos, a nivel
mundial. Sin embargo, en aproximadamente el 50% de los casos de diarrea no se
puede establecer su etiologia. Por estos motivos, los objetivos de este trabajo
fueron, profundizar el conocimiento de la epidemiologia molecular y, de las
caracteristicas evolutivas y estructurales de RVA equino, y estudiar la presencia de
otros agentes virales como posibles causantes de diarreas en potrillos de nuestro
pais.

El estudio de RVA equino comenz6 con la determinacién de la sensibilidad y
especificidad de tres metodos de diagnoéstico. En segundo lugar, se estudi6 la
epidemiologia molecular de los RVA circulantes en equinos durante el periodo
2009 - 2014. Las variantes G3P[12] y G14P[12] fueron las cepas detectadas con
una prevalencia ciclica y alternada entre los afios bajo estudio. Con todas las cepas
disponibles se realizé un estudio evolutivo, determinandose la monofilia de los
RVA equinos de Argentina. Se identificé el genotipo E12 -correspondiente al gen
codificante de la enterotoxina viral NSP4- como un indicador geografico que
permitio trazar la evoluciéon de los RVA equino de Sudamérica, desde la primera
fundacién de Buenos Aires en 1536. El resultado obtenido permite plantear la
hipétesis de una infeccion inter especie que dio origen a una cepa emergente
resultado de la reasociacion de genes entre las cepas de RVA de animales
autdctonos (guanacos) y las cepas de RVA de los animales introducidos (equinos y
bovinos). Se detect6 el fendmeno de transferencia y fijacion del genotipo E12
autdctono en las cepas de RVA circulantes en equinos y bovinos de Sudamérica. El
estudio de RVA equino incluy6 también un analisis estructural que permitié
explicar el ligamiento genético observado entre las variantes de las proteinas
estructurales VP7 y VP6. Finalmente, mediante la tecnologia de “next generation
sequencing”, se estudid el viroma de la materia fecal de potrillos con diarrea. Asi se
determind la presencia de otros agentes virales, potenciales causantes de diarrea.

En conclusion, este trabajo profundizé aspectos relacionados con el
diagnodstico de RVA equino, aportando datos novedosos respecto a los procesos
evolutivos, filodinamicos y estructurales que podrian extrapolarse a otros virus de
genoma segmentado. Asimismo, se describié por primera vez el viroma de materia
fecal de potrillos con diarrea, sugiriendo otros posibles agentes causales. Nuestros
resultados enfatizan la importancia de realizar una vigilancia epidemiolégica
continua de las diarreas en potrillos, profundizar en la identificacién y
caracterizacidon de los agentes virales asociados, con el fin ultimo de realizar el
disefio racional de nuevas herramientas de prevencion y control.
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Abstract

Neonatal diarrhea is one of the most relevant and frequent syndromes in foals
younger than six month of age. Group A Rotavirus (RVA) is the main viral agent
associated to diarrhea in foals, worldwide. However, around 50% of the diarrhea
episodes remain without an etiological diagnosis. The aims of the present work were, to
go in detail into the molecular epidemiology, the evolutive and structural characteristics
of equine RVA and to investigate the presence and role of other viral agents as potential
causes of diarrhea in Argentinean foals.

The study in equine RVA started with the evaluation of the sensitivity and
specificity of tree diagnosis tests. Secondly, we studied the molecular epidemiology
of the RVA circulating in Argentinean foals from 2009 to 2014. The G3P[12] and
G14P[12] genotypes were detected with a cyclic prevalence among the years under
study.

Considering all the genome sequences of the equine RVA strains available
an evolutive study allowed us to determine the monophyletic clustering of the
equine RVA detected in Argentina. The E12 genotype -encoding the viral
enterotoxin NSP4- was defined as a geographical marker which allows describing
the evolution of the equine RVA present in South America since the first foundation
of Buenos Aires in 1536. The obtained results led to the hypothesis that an inter-
species transmission gave rise to new RVA genome constellations as a result of
gene reassortment between the RVA circulating in American autochthonous
species (Lama guanicoe) and the RVA of the introduced species (equine and
bovine). The E12 gene from the autochthonous RVA to the equine and bovine RVA
backbones were transferred and fixed. The study of equine RVA also included a
structural analysis that showed the genetic linkage between the two genotypes of
the VP7 and VP6 structural proteins. Finally, the virome of diarrheic samples from
foals were studied by “next generation sequencing” technology.

In conclusion the present work contributed new information regarding
equine RVA diagnosis and addressed aspects related to evolutive, phylodynamic
and structural processes of RVA that might be extrapolated to other viruses
carrying segmented genomes. In addition, the analysis of the virome from samples
from diarrheic foals allowed us to detect other potential viral agents associated to
diarrhea in equines. Our results remark the important of conducting the
continuous surveillance of diarrhea in foals, the identification and characterization
of the associated viral agents with the final goal of the rationale design of new
control and preventive tools.
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Introduccion

1- La Industria hipica
2- Rotavirus Equino

3- Otros agentes virales

13



Lic. Samuel Mifio Introduccion

1. LaIndustria Hipica

Hipica es el término que se aplica a todo lo relacionado con los deportes
ecuestres, aunque en algunos paises de Ameérica latina se refiere exclusivamente a las
carreras de caballos. Algunos caballos destacados por su desempefio deportivo pueden
costar millones y a su vez generarlos con facilidad como sementales. Asi, la cria, el
entrenamiento, las competiciones y las apuestas suponen una importante actividad
economica (Editorial UTTA, 2014).

El caballo ha tenido un papel preponderante en nuestro territorio, desde la
colonizacion de estas tierras hasta nuestros dias. Actualmente, la industria hipica es un
segmento de la produccidn agropecuaria significativo y de importante volumen en
nuestra economia nacional, asi como en las economias regionales. El espectro de
implicancia de este mercado es diverso, como asi también los matices a considerar en
cuanto a su impacto. No sélo desde el punto de vista de la produccion agropecuaria
nacional, sino también su importancia en torno al deporte, juego, entretenimiento,
recreacion y empleo que genera. Por todo esto, los espectaculos hipicos son el ultimo

eslabon de una cadena de produccién agropecuaria (Editorial UTTA, 2014).

A nivel mundial, Argentina se ubica entre los 10 paises con mayor nimero de
caballos del mundo; ocupa el 5% lugar como productor mundial de caballos de carrera y
el 1°° en caballos de polo. Ademas, es el ler exportador de carne equina para consumo
humano (Editorial UTTA, 2014).

En nuestro pais, la poblacion de caballos se estima en 2,7 millones,
constituyendo la industria hipica el 5% del producto bruto agropecuario; generando
movimientos economicos superiores a US$800 millones al afio. Argentina cuenta con
36 hipodromos oficiales y méas de 300 extraoficiales. Cada caballo de carrera o polo
genera entre 6-7 puestos de trabajo (promedio 2,3 puestos de trabajo en cualquier
actividad), generando aproximadamente 73.200 empleos directos, mas de 110.000

indirectos e involucra, en total, a mas de 730.000 personas (Editorial UTTA, 2014).

La industria hipica en nuestro pais se relaciona directamente con varios
sectores, como ser a) la industria veterinaria, b) transporte, fletes y seguros, c) alimentos
y forrajes, d) herrajes, e) prensa y publicidad, f) talabarterias y enseres y, g) operadores
o intermediarios de ventas (Editorial UTTA, 2014; Roy Hora, 2014).
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Los caballos con registro de “pedigree” en nuestro pais deben inscribirse en las
entidades que los nuclean, siendo estas i) la Sociedad Rural Argentina, ii) la Asociacion
Argentina de Fomento Equino v, iii) el Jockey Club Argentino (Stud Book).

En el afio 2014, de un total de 13.803 yeguas servidas (inscriptas en el Jockey
Club Argentino) nacieron 8033 potrillos y potrancas en aproximadamente 400
establecimientos de cria de caballos sangre pura de carrera; siendo el ndmero de
potrillos nacidos en cada establecimiento entre 10 y 200 (“Jockey Club Argentino,”
2015). En general, la prevalencia de enfermedades infecciosas en los potrillos esta
directamente relacionada con la densidad de la poblacion, siendo mas frecuentes cuando
hay condiciones de cria intensiva, por ejemplo en establecimientos con mas de 30

potrillos por temporada (Magdesian et al., 2014).

Diarrea en Potrillos

La diarrea en los potrillos es una afeccion frecuente que puede tener
consecuencias sistémicas graves, incluso fatales. La etiologia incluye agentes
bacterianos, virales y parasitarios, ademas de una variedad de patologias no infecciosas
como asfixia perinatal, mal nutricion o agentes mecanicos (Magdesian et al., 2014). Los
cuadros clinicamente mas relevantes y frecuentes en potrillos neonatos son las diarreas
infecciosas de origen bacteriano (clostridiosis y salmonelosis) y virales (principalmente
Rotavirus). Existen, asimismo, un amplio porcentaje de estas diarreas en las que no se

puede identificar la etiologia (Frederick et al., 2009; Magdesian et al., 2014).

En esta tesis se aborda: i) el estudio de las diarreas virales (Rotavirus) en
potrillos de la Argentina y; ii) la busqueda de otros posibles agentes causales, los que
han sido descriptos en otras especies animales pero no en potrillos o que han sido
estudiados en otras partes del mundo pero no han sido identificados en nuestro pais.
Para esto ultimo, se emplearon métodos de diagnostico de rutina y también técnicas de
ultima generacion, como la secuenciacion ( “next generation sequencing”). En cuanto al
estudio del principal agente viral causante de diarrea, Rotavirus, se estudiaron los
métodos disponibles para su deteccidn en equinos; se realizé un estudio epidemiolédgico
del periodo 2009 — 2014, se analiz6 la evolucion de Rotavirus equino en la Argentina;
se estudio la relacion entre 2 proteinas de la capside viral utilizando analisis de

estructuras de proteinas.
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2. Rotavirus Equino

a- Diarrea por Rotavirus
b- Etiologia

c- Epidemiologia

d- Clasificacion

e- Diagndstico

f- Prevencion

g- Otro patdgenos virales: Coronavirus y Norovirus

a) Diarrea por Rotavirus

Rotavirus (RV) grupo A (RVA) Equino fue detectado por primera vez en
materia fecal de potrillos con diarrea en Inglaterra en 1975 (Flewett et al., 1975), a partir
de ese momento fue diagnosticado en numerosas oportunidades en practicamente todos
los paises del mundo en los que la cria de caballos es una actividad productiva,
considerandose el principal agente viral causante de diarrea en potrillos de prevalencia
mundial (Magdesian et al., 2014).

La diarrea en potrillos jovenes es una enfermedad que tiene un gran impacto
economico, costos asociados al tratamiento de los animales afectados, eventuales
muertes, implementacion de planes de prevencion (vacunacion), diagndstico, etc. En
Argentina, la enfermedad se presenta en forma de brote, anualmente desde septiembre a
enero (en coincidencia con la temporada de paricién), afectado una gran proporcién de
los animales susceptibles. La vacunacion, si bien no previene la infeccién, contribuye en
reducir la severidad de los cuadros clinicos (Barrandeguy et al., 1998) y la reduccion de
virus en el ambiente (Estes and Greenberg, 2013). Cuando se produce un brote de
diarrea en potrillos, la morbilidad varia entre el 20% y el 80%, dependiendo de la
calidad de la transferencia de inmunidad pasiva desde las yeguas madres a sus crias, de
la cantidad de virus en el ambiente y de la densidad de poblacion (Magdesian et al.,
2014).
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Las diarreas asociadas a RVA equino causan peérdidas economicas
significativas en los establecimientos de cria de caballos (haras), debido a que los
potrillos enfermos deben ser colocados en aislamiento, y las hembras prefiadas deben
ser separadas a fin de evitar la dispersion de la enfermedad, lo cual es una labor
intensiva y costosa para los establecimientos (Bailey et al., 2013; Ntafis et al., 2010;
Wohlfender et al., 2009).

La diarrea por RVA tiene una elevada morbilidad y, aunque la enfermedad
clinica es usualmente auto-limitada, la deshidratacion, otras infecciones asociadas y las
Ulceras duodenales puede ocasionar la muerte. En potrillos, la enfermedad se presenta
clinicamente con inapetencia, depresion, diarrea, deshidratacién y pirexia, afectando
animales de 1 dia a 4 meses de edad, siendo los més jovenes los que muestran signos
clinicos mas severos. El periodo de incubacion es generalmente corto, con el primer
evento de diarrea entre el dia 1-4 post exposicion al agente. Ademas, el virus puede ser
diseminado por materia fecal antes, durante y luego de producida la diarrea (Estes and
Greenberg, 2013).

Los RVA son altamente contagiosos, replican rapidamente en el epitelio
intestinal y se eliminan en elevado titulo en las heces de los animales enfermos; siendo
entonces la transmisién por via fecal-oral. La patogénesis de RV es considerada
multifactorial. Los RV infectan las células de las microvellosidades del duodeno,
yeyuno e ileon, pero no las células de la cripta. El virus replica en el citoplasma de las
células y los viriones son liberados por lisis de las células infectadas. La destruccion de
los enterocitos resulta en el acortamiento de las vellocidades, lo que produce diarrea por
mala absorcion. Sin embargo, la severidad de la diarrea no siempre se correlaciona con
lesiones histoldgicas, sugiriendo otro mecanismo de patogénesis. La proteina viral no
estructural 4 (NSP4), producida en la célula infectada, ha sido identificada como una
enterotoxina viral. Esta actuaria por varios mecanismos, tales como, inhibicion del
cotransporte sodio-glucosa, reduccion de las enzimas disacaridasas y a nivel del sistema
nervioso entérico, aumentando el peristaltismo y la secrecion de agua. Esto produce la
acumulacién de disacaridos en el Iumen del intestino, diarrea osmotica y también

secretoria. (Figura 1.1) (Estes and Greenberg, 2013).
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Figural. 1 Mecanismo de infeccién de RVA en células de las microvellosidades del intestino

delgado.

b) Etiologia

La familia Reoviridae, subfamilia Sedoreoviridae, contiene cinco géneros:
Orthoreovirus, Orbivirus, Coltivirus, Aquavirus y Rotavirus. EI Género Rotavirus se
caracteriza por poseer viriones maduros desnudos de entre 80-100nm (1,000A) de
didmetro con el genoma compuesto por 11 segmentos de ARN doble cadena (ARNdc),
que codifican las 11/12 proteinas virales, de las cuales, seis son estructurales (VP1,
VP2, VP3, VP4, VP6, VPT7) y cinco/seis son no estructurales (NSP1-NSP5/6). El viridn
estd formado por una triple capside proteica de simetria icosahédrica organizadas en tres
capas concéntricas de proteinas que le dan a la particula la apariencia de una rueda (del
latin, rota) al observarse por microscopia electrénica. El virion completo se denomina
particula TLP (por sus siglas en ingles “Triple layer particle”). La capside externa estd
compuesta por la glicoproteina VP7 y la espicula viral VP4. El principal antigeno de la
capside externa es la glicoproteina VP7 (30% del viridn), principal antigeno
neutralizante, altamente variable. Los RVA se clasifican en G-genotipos en base a
variaciones nucleotidicas en la secuencia del gen viral que codifica para ésta proteina y
en G-serotipos segln sus variantes antigénicas. Las espiculas, 60 de 10-12 nm de largo,
estdn formadas por trimeros de VP4 (1,5% de la masa viral), que protruyen de la
capside, son altamente variable y determinan el P-genotipos de las cepas. VP4 es una

proteina sensible a proteasas que se cliva por la pancreatina intestinal en dos
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subunidades, VP5* y VP8*. El clivaje de VP4 debe ocurrir para que el virus sea
infeccioso. Ademas, VP4, presenta actividad de hemaglutinina, contiene epitopes
neutralizantes especificos (P tipos) y participa en la adsorcidn y penetracion del virus a
la célula. Actualmente, la secuencia nucleotidica del gen de VP8* es la que se utiliza
para determinar el P-genotipo de las cepas de RVA (Figura 1.2) (Estes and Greenberg,
2013).

La cépside intermedia esta formada por la proteina VP6, la cual es el
principal antigeno viral (constituye el 50% de la masa del virién) (Figura 1.2). En base a
la secuencia nucleotidica de la proteina VP6, los RVA se clasifican en 8 grupos (A-H).
Los RVA son los Unicos descriptos hasta el momento en equinos de todo el mundo
(Estes and Greenberg, 2013; Magdesian et al., 2014).

El “core” viral, formado por la proteina VP2 (capa interna), contiene el
complejo ARN/proteinas (VP1 y VP3). Estas tres proteinas forman un complejo
enzimatico siendo VP1, la ARN polimerasa viral ARN dependiente, y VP2, que actla
como proteina de empaquetamiento debido a que posee capacidad de union al ARN.
VP1 y VP2 juntas poseen actividad replicasa. VP3 es una enzima multifuncional que
posee actividad de guanidiltransferasa y metiltransferasa. Estas tres proteinas participan

en los procesos de transcripcion y replicacion viral (Estes and Greenberg, 2013).

Figural. 2 A: Virién completo de RVA. (Li et al, 2009) B: Unidad estructural de RVA que contiene
un trimero de VP4 (rojo), las proteinas VP7 (amarillo) que rodean al trimero y las proteinas VP6
(verde) de la capa intermedia. También se observa la interaccion de VP6 con las proteinas VP2 (azul)

de la capa interna (core) (Trask et al, 2012).
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c) Epidemiologia de RVA en equinos

Los RVA son endémicos en las poblaciones equinas, habiendo sido
detectados en Inglaterra, Estados Unidos, Japén, Nueva Zelandia, Alemania, Italia,
Grecia, Francia, Suiza, Bélgica, Hungria, Holanda, India, Venezuela y Argentina, con
una prevalencia que varia entre el 20% y el 77% (Figura 1.3) (Baily y col., 2013; Papp y
col., 2013).

Las combinaciones G3P[12] y G14P[12] se consideran epidemioldgicamente
importantes en equinos (Figura 1.3) (Bailey et al., 2013; Papp et al., 2013b). Sin
embargo, otras combinaciones fueron reportadas en diferentes lugares del mundo. En el
Reino Unido, a mediados de los “70 se aislaron las cepas RVA/Horse-tc/GBR/H-
2/1975/G3P[12] y la cepa RVA/Horse-tc/ GBR/H-1/1975/G5P[7] (Flewett et al., 1975),
siendo esta Ultima, de origen porcino (Hoshino et al., 1983). Mas tarde, en 1991, se
detecto la cepa RVA/Horse- tc/GBR/L338/1991/G13P[18], (Browning et al., 1991a). A
mediados de los "90 se aisl6 una cepa de presunto origen bovino RVA/Horse-
tc/GBR/26-94/199X/G8P[1] (lsa et al., 1996). Por otra parte, en Japdn se aislo la cepa
RVA/Horse-tc/JPN/R-22/1984/G10P[11], que también posee un genoma tipico bovino
(Imagawa et al., 1992). En Argentina, una combinacion inusual, con un genoma tipico
de felinos/caninos, fue detectada en 2008 (RVA/Horse-wt/ARG/ E3198/2008/G3P[3])
(Mifio et al., 2013).
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Figural. 3 Distribucion global de los genotipos de RVA equinos. Se muestra la proporcién de los

genotipos descriptos en cada continente. Tomado de Papp y col. (2013).

Los resultados obtenidos de la secuenciacion de genomas completos de RVA
confirman que G3P[12] y G14P[12] son RVA tipicos de equinos y que los aislamientos
de otros genotipos fueron casos eventuales de transmision inter especie, dado que estas
cepas no volvieron a ser reportadas en la poblacion equina (Matthijnssens et al., 2012;
Nemoto et al., 2015).

Analizando el genoma completo de los RVA que infectan a los equinos, se
evidencia que las dos cepas de relevancia epidemiologica G3P[12] y G14P[12] poseen 8
de los 11 segmentos altamente conservados entre si, presentando 2 variantes en las
proteinas, VP6 (12 e 16), VP7 (G3 y G14) y NSP4 (E2 y E12) (Matthijnssens et al.,
2012; Nemoto et al., 2015).

Si bien, se han descripto infecciones mixtas con més de una cepa de RVA,
incluyendo virus con diferentes G-tipos. Del mismo modo, co-infecciones con otros
patégenos como Salmonella spp., Cryptosporidium spp. y Coronavirus equino también
han sido reportadas y se desconoce su importancia clinica (Frederick et al., 2009; Slovis
etal., 2013).
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d) Clasificacion taxonomica de los RVA equinos

La clasificacion de los RVA originalmente fue realizada por un sistema
binario, similar al utilizado en Influenza, basado en la reactividad de anticuerpos contra
las proteinas de superficie VP7 (glicoproteina) y VP4 (sensible a proteasas),
determinando asi el G- y P- serotipo respectivamente (Estes and Greenberg, 2013). En
el afio 2008 se cred el “Rotavirus Classification Working Group” (RCWG), que reunio a
especialistas y referentes de todo el mundo en un comité encargado de evaluar los
genotipos virales existentes con el fin de organizar la informacion. Este comité definio
las normas para denominar a las cepas de RVA, asi como también la metodologia para
reportar un nuevo genotipo. Asi, basados en la secuencias nucleotidicas se definieron
los G- y P- genotipos. Los G- serotipos y G- genotipos mostraron una correlacion
perfecta. Por el contrario, los P-serotipos y los P- genotipos mostraron discrepancias.
Para salvar este problema, se determiné el uso de corchetes ([]) para denotar el P-
genotipo y diferenciarlo del serotipo. Hasta la fecha se han descripto 35 G- y 49 P-
genotipos (Matthijnssens et al., 2008; Matthijnssens and Theuns, 2015). EIl RCWG
también recomienda la secuenciacion de genomas completos que permitan el estudio de
eventos de recombinacion lo que facilita la deteccién de transmision interespecie,
estudios de evolucidn viral, entre otros. Asi, el genoma de una cepa de RVA se describe
como Gx-P[x]-I1x-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx, donde se expresa el genotipo (x) de los
genes de VP7, VP4, VP6, VP1, VP2, VP3, NSP1, NSP2, NSP3, NSP4 y NSP5
respectivamente (Matthijnssens et al., 2008). En nuestro pais, se ha descrito la
prevalencia de RVA equino G3 y G14, siempre asociados a P[12], asi como también se
caracterizaron los genes de VP6 12 e 16 y el gen de la proteina no estructural NSP4
(E12) solo encontrado en Sudamérica (Garaicoechea et al., 2011; Matthijnssens et al.,
2012; Mifo et al., 2016).

e) Via de transmision y estabilidad de los RVA en el ambiente

La contaminacion ambiental es la principal via de transmision de los RVA.
Mientras que la dosis minima para infectar potrillos susceptibles y el titulo de RVA
excretado en materia fecal se desconoce en equinos, estudios realizados en otras
especies sugieren que las heces de un solo potrillo infectado podrian causar la infeccién
de la mayoria de potrillos susceptibles que entren en contacto con el animal enfermo,
rapidamente (Estes and Greenberg, 2013; Magdesian et al., 2014).

22



Lic. Samuel Mifio Introduccion

Las particulas de RVA son altamente resistentes a la inactivacion fisico-
quimica, permanecen estables dentro de un rango de pH de 3 a 9 y son capaces de
conservar su infecciosidad durante meses (aproximadamente 9) en ambientes himedos,
con temperaturas entre los 4 y 20°C, en presencia de iones Ca+2 que estabilizan la
capside externa, confiriendo al virion la capacidad de sobrevivir en distintas superficies
y contribuyendo a su répida dispersion (Estes and Greenberg, 2013; Magdesian et al.,
2014).

f) Diagnostico

Las manifestaciones clinicas de la diarrea por RVA no son suficientes para su
diagnostico, por ello se requiere la deteccion del virus, del antigeno (Ag) viral, del
ARN, o la demostracion de una respuesta serolégica (muestras de suero de fase aguda
versus convaleciente) para confirmar que el agente causal de la diarrea es RVA. Aunque
se considera a la microscopia electronica como la técnica “Gold Standard”, esta es poco
util dado que requiere un equipamiento sofisticado, personal altamente entrenado,
ademas de requerir una elevada concentracion de particulas virales en la muestra para
poder detectarlas. Por estas razones, se utilizan ensayos como los “enzyme-linked
immunosorbent assays “(ELISAs), inmuno-cromatografia, aglutinacion de particulas
de latex e hibridizacién en membrana. Durante los afios “80 y "90 se utilizaba la técnica
de PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida), dado que los RVA se clasifican en
electroferotipos en base al patron de migracion de las bandas. Actualmente los ensayos
de ELISA y RT-PCR se utilizan en conjunto para realizar un diagndstico apropiado de
RVA en muestras de materia fecal (Estes and Greenberg, 2013; Magdesian et al., 2014).
En ambos casos es importante controlar que los ensayos sean aptos para detectar
correctamente las cepas equinas, en general se suelen utilizar ensayos de ELISA
comerciales y RT PCR con cebadores disefiados para detectar RVA humanos y puede
suceder que se requieran ajustes para lograr una optima deteccion de los RVA equinos
(Adlhoch et al., 2011).

g) Prevencion

En la actualidad, se clasifica a los RVs dentro del gran grupo de patdgenos de
los cuales se cree que nunca seran completamente erradicados, dado que no generan

inmunidad esterilizante y es capaz de infectar diferentes huéspedes animales, generando
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constantemente la aparicion de nuevas cepas virales por re-asociacion de genes entre
cepas de diferentes especies. Por ello, se postula que un objetivo razonable en la lucha
contra este agente infeccioso es controlar o al menos reducir los signos clinicos

asociados a la infeccion viral (Estes and Greenberg, 2013; Martella et al., 2010).

Actualmente se encuentran comercialmente disponibles 3 vacunas,
desarrolladas en Estados Unidos (USA), Japdn y Argentina. Las dos primeras son
monovalentes, en USA se utiliza la cepa H-2 (G3P[12]) (Powell et al., 1997) y en Japdn
la cepa HO-5 (G3P[12]) (Nemoto et al., 2012). La vacuna desarrollada en Argentina es
trivalente y contiene las cepas H-2 (G3P[12]), SA11 (G3P[2]) y la cepa NCDV-Lincoln
(G6P[1]) (Barrandeguy et al., 1998), y es utilizada desde 1996 (Figura 1.4). Ha sido
demostrado que estas vacunas incrementan el titulo de anticuerpos (Acs) neutralizantes
en suero de las hembras vacunadas y estos son pasivamente transferidos a sus potrillos
mediante el calostro. EI aumento de Acs pasivamente adquiridos se traduce en la
completa proteccion o el retraso significativo en el inicio de la enfermedad, la
disminucion de la severidad y la duracion del cuadro clinico (Barrandeguy et al., 1998;
Powell et al., 1997).

Pfizer-Zoetis Nisseiken Co Lda BIOCHEMIQ S.A.
USA Japon Argentina

Figural. 4 Vacunas anti Rotavirus equinos disponibles en el mercado utilizadas en USA y

Europa (Pfizer-Zoetis), en Japén (Nisseiken Co Lda) y Argentina (Biochemiq S.A.).

Este trabajo de tesis intenta profundizar tres aspectos de las diarreas por RVA
equino. En el capitulo de resultados 1 se describe la validaciéon de métodos de
diagnostico disefiados para humanos y bovinos (dos métodos comerciales y un método

“in-house”) para su uso con muestras equinas. En el capitulo de resultados 2 se describe
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la epidemiologia molecular de los RVA equinos que han circulado en la Argentina
desde 2009 a 2014, considerando el estudio de los genomas completos de las cepas
detectadas en nuestro pais. En el capitulo de resultados 3 se realizaron estudios
evolutivos de las cepas de RVA equino detectadas en nuestro pais, describiendo los
linajes presentes, la tasa de mutacién, el origen del gen E12 (proteina NSP4) solo
presente en Sudamérica y, la filodinamica de los RVA equinos. Finalmente, en el
capitulo de resultados 4 se realizaron andlisis estructurales que describen la interaccion
entre variantes especificas de VP6 y VP7 (ligamiento genético en proteinas virales) que

portan los RVA equinos.
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3. Otros agentes virales causantes
de diarrea en potrillos.

Diarreas en potrillos

Las diarreas infecciosas son causadas por microorganismos, siendo los mas
comunes Rotavirus grupo A, Clostridium perfringens tipo A y tipo C, Clostridium
difficile y Salmonella entérica (Magdesian, 2005). En un estudio llevado a cabo durante
6 afos (2003 — 2008) en el Centro de Medicina Veterinaria de la Universidad de
Florida, C. perfringens, Rotavirus, Cryptosporidium spp., y Strongyloides westeri,
fueron significativamente asociados a diarrea en potrillos (Frederick et al., 2009).
Dentro de los posibles agentes virales causantes de diarrea, ademas de Rotavirus,
nuestros esfuerzos se concentraron en detectar la presencia de Coronavirus y Norovirus,
debido a que el primero ha sido hallado en equinos en otros paises y el segundo, si bien
no se cuenta con informacion, podria infectar esta especie y provocar diarrea severa

como las descriptas en humanos por ejemplo.
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Coronavirus

Coronavirus (CoV) es un patégeno que causa enfermedad respiratoria y entérica
en una variedad de especies animales, incluyendo humanos, bovinos, cerdos, gallinas,
pavos, perros, gatos, ratones, conejos, murciélagos y caballos (Masters & Perlman,
2013).

Actualmente, de acuerdo al informe del Comité Internacional de Taxonomia
Viral (ICTV) de 2012, Coronavirus bovino (CoVB), Coronavirus humano (CoVH-
0OC43), el virus de encefalomielitis hemaglutinante porcina y los Coronavirus equino
(CoVE) se incluyen dentro de la especie Betacoronavirus-1, del género
Betacoronavirus, familia Coronaviridae, orden Nidovirales (de Groot, 2012).

Los CoV han sido detectados en equinos con enterocolitis, aunque hay pocos
estudios que relacionen al patégeno como causante del sindrome clinico (Gonzalez
Arguedas, 2007). CoVE ha sido hallado en materia fecal de potrillos sanos y con
enfermedad intestinal, asi como también en caballos adultos, en quienes produce una
diarrea severa, fiebre, anorexia, letargia e incluso la muerte. Los signos clinicos son
muy generales, siendo ademas los cdlicos y cambios en la consistencia de la materia
fecal sucesos esporadicos. La muerte puede ser ocasional, pero en general el cuadro
diarreico se da con una progresion rapida que se resuelve con el tratamiento paliativo
(Masters & Perlman, 2013).

Los CoV son virus envueltos, de entre 80-120nm de diametro, con genoma de
ARN de polaridad positiva, que se transcribe en un gen policistronico excepcionalmente
largo de 27-31 kb (Masters & Perlman, 2013). Hasta la fecha, existe una Unica cepa
equina con el genoma completo secuenciado (ECoV-NC99) publicado en 2007 (Zhang
et al., 2007). El genoma de los CoVE esta compuesto por una hebra de ARN de
polaridad positiva de 31Kpb. Aunque no se conoce la funcion exacta de todo el genoma,
existen 11 (1a, 1b, 2-8, 9a y 9b) potenciales marcos abiertos de lectura (ORF). Los ORF
la y 1b codifican para las polimerasas y replicasas virales y los ORF restantes codifican

para las proteinas estructurales y accesorias (Figura 1.5) (Zhang et al., 2007).

. frameshif - 12.7
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Figural. 5 Esquema del genoma de CoVE. Cada recuadro se corresponde con un ORF y se indican

las proteinas estructurales que codifican (Zhang et al, 2007).
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Coronavirus equino fue aislado por primera vez en 1999 en Carolina del Norte,
Estados Unidos, a partir de materia fecal de un potrillo con diarrea (cepa ECoV-NC99)
(Guy et al., 2000). Posteriormente en Japdn, se detectd CoVE en heces de caballos
adultos con enfermedad entérica y fiebre, la cepa se denomind ECoV-Tokachi09 y es
muy similar, pero no idéntica, a la cepa NC99 (Oue et al., 2011). En estudios realizados
en Europa y Estados Unidos (USA), una enfermedad entérica leve en potrillos y brotes
de diarrea severa, fiebre y muerte en caballos adultos, se asociaron a CoVE (Pusterla et
al., 2013).

Los CoVE han sido detectados mediante microscopia electrénica, aislamiento en
cultivo celular, ELISA, RT-PCR vy recientemente por PCR cuantitativo en tiempo real,
en materia fecal de caballos con o sin enfermedad entérica (Masters & Perlman, 2013).
La tasa de deteccion de CoVE es muy variada en los pocos reportes existentes. En
Japdn, un brote de enfermedad entérica ocurrido en 2009 afect6 al 22% (132/600) de
una poblacién, donde se detectaron 3 materias fecales positivas a CoVE por RT-PCR
(Oue et al., 2011). Posteriormente, en USA, en estudios realizados en poblaciones de
caballos adultos, se detect6 un 86% (38/44) y un 7% (7/96) de equinos enfermos y sanos
respectivamente, infectados con CoVE (Pusterla et al., 2013). En Europa, la tasa de
deteccion hallada es del 2% (12/595) y todos los casos fueron co-infecciones con
Cryptosporidium spp. (Miszczak et al., 2014). En nuestro pais no existen reportes de

deteccidn de CoV en materia fecal de potrillos con diarrea.
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Calicivirus (Norovirus)

Los Calicivirus (CaV), familia Caliciviridae, son agentes virales relacionados a
un extenso espectro de enfermedades y lesiones en un amplio rango de huéspedes,
incluyendo infecciones en el tracto digestivo (humanos, cerdos, terneros, perros,
bisontes y mamiferos marinos), lesiones vesiculares y fallas reproductivas, estomatitis,
enfermedad sistémica e infeccion del tracto respiratorio superior (gatos) y enfermedad
hemorragica (conejos) (Green, 2013).

La familia Caliciviridae incluye 5 géneros: Lagovirus, Nebovirus, Norovirus,
Sapovirus y Vesivirus. Adicionalmente, 5 calicivirus no clasificados (“Atlantic salmon
calicivirus”, "Bavovirus”, "Nacovirus”, "Recovirus" y "Valovirus™) podrian representar

nuevos generos (Clarke et al., 2012).

Dentro de los Calicivirus, los Norovirus (NoVs) son el segundo agente causal de
diarrea severa en nifios, después de Rotavirus grupo A, y la causa mas comun de brotes
de enfermedad gastroentérica aguda en humanos adultos, incluyendo aquellas
transmitidas por alimentos. Ademas, son los principales agentes causantes de
gastroenteritis epidémica no bacteriana y esporadica, habiendo sido identificados
también en bovinos y otras especies animales relacionados con lesiones y signos

clinicos de gastroenteritis (Green, 2013).

La infeccién con NoVs se caracteriza por requerir baja dosis infectiva (~10
particulas virales), por lo que la transmision puede ocurrir por microgotas, contacto de
persona a persona, 0 contaminacion ambiental, del agua y alimentos. La excrecién viral
de un individuo infectado suele ser muy alta y persiste un periodo prolongado de tiempo

(hasta 2 semanas), incluso después de haber desaparecido los sintomas (Green, 2013).

Los NoV son virus pequefios (27 a 40 nm) y no envueltos. Poseen dos proteinas
estructurales, VP1 (60 kDa), la proteina mayor de la capside y VP2 (20 kDa), la
proteina pequefia. La capside esta formada por 180 copias (90 dimeros) de la proteina
VP1 que se disponen otorgando simetria icosaédrica, T=3, a la particula viral. Su
genoma es de ARN simple cadena, lineal, de polaridad positiva, de 7,5 kb organizado en
tres ORF. EI ORF1 codifica las proteinas no estructurales, el ORF2 la VP1 y el ORF3 la
VP2 (Thorne & Goodfellow, 2014).
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Los NoV se clasifican en genogrupos (G, denotado con numeros romanos) y
genotipos (denotado con numeros ordinarios del 1 al 33). Ademas, el genotipo se
escribe separado del genogrupo por un punto (por ejemplo Gl.1). Hasta la fecha se han
reportado 5 genogrupos (GI-GV) y 33 genotipos, divididos de la siguiente manera: 8
dentro de GI (GI1.1-8), 19 dentro de GlI (GI1.1-19), 2 dentro de GIII (GlIl.1 y 2), 3
dentro de GIV (GIV.1-3), y 1 dentro del GV (GV.1) (Figura 1.6) (Clarke et al., 2012).
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Figural. 6 Arbol filogenético de la clasificacién estdndar de NoV propuesto para la

nomenclatura, tomado de (Zheng et al, 2006). Se observan los 5 genogrupos (GI a GV) con los 29
genotipos definidos en el estudio (8 genotipos en GI, 17 genotipos en GlI, 2 genotipos en Glll, 1

genotipo en GIV y 1 genotipo en GV), y las cepas que agrupan dentro de cada uno de los genotipos
correspondientes.

Dada la gran diversidad antigénica y genética de los NoV, los métodos de

diagnostico deben detectar un amplio rango de tipos virales. Ademas, la falta de un
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sistema de cultivo celular, excepto para NoV murinos, ha constituido un obstaculo en el
desarrollo de métodos de diagnostico. Actualmente, la RT-PCR es considerada la
técnica “gold standard” para el diagnéstico de NoV en muestras de materia fecal y
ambientales. Sin embargo, sigue siendo muy dificil encontrar un par de cebadores que
sean especificos para la deteccion de todos los NoV, por lo que existen cebadores
disefiados para amplificar fragmentos pequefios y conservados del gen de la polimerasa
viral de grupos de virus (RdRp) (Chhabra et al., 2010; Kang et al., 2011; Sai et al.,
2013).

Calicivirus en equinos

No existen evidencias de infeccion natural por NoV en equinos. Solamente se
realiz6 un estudio buscando a otro miembro de la familia Caliciviridae, los Vesivirus,
como posibles agentes causantes de abortos en caballos. En este trabajo se demostro la
presencia de anticuerpos especificos contra Vesivirus asociados a abortos en caballos,
pero no se han podido detectar el virus o el genoma viral en ningln caso, lo que no

permitié confirmar los resultados obtenidos (Kurth et al., 2006; Scipioni et al., 2008).
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Hipotesis de trabajo

. Rotavirus equinos grupo A es el principal agente causal de
diarreas en potrillos y el estudio de su evolucion -en términos de
andlisis filodindmicos y caracteristicas estructurales- han sido

parcialmente estudiadas.

. Otros agentes virales (Coronavirus, Calicivirus), ademds de
Rotavirus, podrian ser agentes causales de diarrea en potrillos de

Argentina.
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Objetivos generales

1- Profundizar el conocimiento de la epidemiologia molecular y
las caracteristicas evolutivas y estructurales de Rotavirus

equino grupo A detectados en potrillos de nuestro pais.

2- Estudiar la presencia de otros agentes virales como posibles

causantes de diarreas en potrillos.
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Objetivos especificos

. Evaluar y validar estadisticamente los equipos comerciales y ensayos propios

(in-house) utilizados para el diagndstico de RVA.

. Determinar la tasa de deteccion y caracterizar las cepas de RVA equino
circulantes en la poblacién equina estudiada en el periodo 2009-2014 de
acuerdo a lo recomendado por el comité de taxonomia de RVA. Comparar los

resultados obtenidos con los datos epidemioldgicos histdricos.

. Realizar andlisis evolutivos y filodindmicos de los genes codificantes de las
proteinas VP6, VP7, VP8 y NSP4 (1, G, P y E tipos respectivamente) de los RVA

equinos detectados.

. Analizar estructuralmente las interacciones entre las proteinas VP6, VP7 y

VP4 de las cepas de RVA equinos circulantes en Argentina.
. Estudiar la presencia de CaV'y CoV en heces de potrillos con diarrea.

. Estudiar el viroma de materia fecal de potrillos con diarrea.
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Resultados
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Capitulo 1

Comparacion de equipos
comerciales y un ELISA
desarrollado en nuestro
laboratorio para la
deteccion RVA en
equinos.
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Comparacion de equipos comerciales
y un ELISA desarrollado en nuestro
laboratorio para la deteccion RVA en
equinos.

Introduccion

Rotavirus grupo A esta asociado con cuadros diarreicos tanto en humanos como
en muchas especies de animales, incluyendo a los equinos (Estes and Greenberg, 2013).
Rotavirus es la principal causa de severos brotes de diarrea en potrillos menores de 6
meses de edad, considerandose un severo problema sanitario y econdmico para la
industria hipica mundial (Browning et al., 1991; Dwyer, 2007; Frederick et al., 2009;
Kapikian, 1994; Slovis et al., 2013).

De acuerdo a la variabilidad de la proteina de la cépside intermedia (VP6) los
RVs pueden clasificarse en 8 grupos (A, B, C, D, E, F, G y H), siendo RVA, los més
comUnmente detectados en numerosas especies animales incluidos los equinos. La
proteina VP6 se pliega formando 2 dominios, el dominio B (1-150 y 335-397), el cual
corresponde a la base de la molécula y, el dominio H (151-334) el cual corresponde a la
parte superior de la molécula. Este Gltimo contiene los determinantes antigénicos en
base a los cuales se clasifican (Mathieu et al., 2001). Los RVA se clasifican segun las
variantes de VP7 (35 G-), VP4 (49 P-) y VP6 (21 I-) en G-, P- e I- genotipos
respectivamente (Matthijnssens et al., 2008; Matthijnssens and Theuns, 2015). G3P[12]-
16 y G14P[12]-12 son los genotipos mas comunes descriptos eh caballos alrededor del
mundo (K. Gary Magdesian et al., 2014).

La deteccion rapida de los RVA en la enfermedad de los potrillos, durante el
inicio de un brote, constituye una herramienta importante dado que permite la rapida
implementacién de medidas de manejo apropiadas para minimizar la diseminacion de la
infeccion (Cho et al., 2012; Dennehy et al., 1994; McGuirk, 2008). El diagnostico de
RVA se basa en la deteccion de particulas virales, antigenos o segmentos del genoma
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viral, en materia fecal de potrillos obtenidas durante el curso del cuadro clinico. La
mayoria de estos métodos requieren de personal técnico entrenado y de equipamiento
costoso Yy sofisticado, lo que dificulta su aplicacion en el diagndstico de rutina en los
haras (Brooks et al., 1989; Cicek et al., 2007; Cornaglia et al., 1989; Cho et al., 2012;
Dennehy et al., 1988; Dennehy et al., 1999; Dennehy et al., 1994; Eing et al., 2001;
Klein et al., 2009; Lipson et al., 2001; Maes et al., 2003; Marchlewicz et al., 1988). De
este conjunto de técnicas se cuenta con ELISAs en tubo e inmunocromatografia de flujo
lateral (Strip test) comerciales que constituyen los métodos mas rapidos para realizar el
diagnostico al pie de los animales. Sin embargo, en general, los métodos de diagndstico
comerciales estan disefiados para la deteccion de RVA en humanos y no han sido
validados para el uso veterinario. Por tanto, este capitulo del trabajo de tesis se focalizd
en la validacion de métodos de deteccidn disponibles en nuestro pais, que podrian ser

utilizados rutinariamente para el diagndstico de RVA en equinos.

El objetivo de este trabajo fue validar la sensibilidad, especificidad y precision
de dos equipos comerciales para diagnéstico de RVA (un strip test y un ELISA en
tubo), y un ensayo desarrollado por nuestro laboratorio (ELISA KERI), para la

deteccion de RVA en materia fecal de potrillos con diarrea.
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Materiales y Métodos

Muestras:

Se utilizaron las muestras de materia fecal de potrillos con diarrea recibidas en el
laboratorio de Virus Equinos, Instituto de Virologia (INTA-Castelar), para el

diagnostico de RV grupo A durante el periodo 2009-2011.
Disefio experimental

Todas las muestras fueron analizadas con dos “equipos comerciales” y el ELISA
KERI propio. Las muestras que resultaron positivas por al menos un ensayo fueron
analizadas por RT-PCR para confirmar la presencia de RVA. Una muestra fue
considerada “verdadero positivo” cuando dos 0 mas ensayos detectaron RVA en la
misma. Del mismo modo, una muestra fue considerada como “verdadero negativo”
cuando no se detecté RVA por ninguno de los tres métodos. De acuerdo a este criterio,
las muestras “verdaderos positivos y verdaderos negativos” se consideraron poblacion
de referencia para realizar los analisis de validacion. A las muestras con resultados
discordantes se le efectué microscopia electronica (ME). La sensibilidad, especificidad
y precision de los ensayos fueron estimados por el método “Receiver-Operating
Characteristic (ROC)”, y la concordancia entre cada ensayo fue medida con el

estadistico kappa ponderado (Greiner et al., 2000; Viera, A; Garret, 2005).
Deteccion de RVA en materia fecal:

Se utiliz6 el equipo de ELISA comercial (Pathfinder™ Rotavirus EIA; BioRad,
Marnes-la-Coquette, France), disefiado para la deteccion de RVA en materia fecal de
humanos. Este equipo posee tubos plasticos sensibilizados con anticuerpos policlonales
producidos contra la cepa de RVA SA-11 (G3P[1]12) como anticuerpos de captura, y un
anticuerpo monoclonal conjugado con peroxidasa como anticuerpo detector, este ultimo
estd dirigido contra epitopes especificos de VP6. El ensayo se realizd siguiendo las

especificaciones del fabricante (Figura R1.1A).
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El segundo equipo comercial utilizado fue el FASTest Rota® strip (MEGACOR,
Diagnostk GmbH, A-6912 Hoérbranz, Austria), un ensayo de inmunocromatografia de
flujo lateral que detecta RVA en materia fecal de animales. El ensayo se basa en
anticuerpos monoclonales anti-RVA unidos a particulas de latex que migran a través de
una membrana de nitrocelulosa. El ensayo se realizo siguiendo las especificaciones del
fabricante (Figura R1.1B).
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FiguraR1.1  Métodos diagndsticos validados en este trabajo. A: Pathfinder™ Rotavirus; B: FASTest
Rota® strip; C: ELISA KERI.

Se utilizd6 también un ELISA “doble sandwich” desarrollado en el INTA
(Cornaglia et al., 1989). Brevemente, placas de 96 pocillos (Maxisorp, NUNC, Thermo
Fisher Scientific, 75 Panorama Creek Drive, Rochester, NY, USA) fueron sensibilizadas
con 100 pl de una dilucion, en buffer carbonato-bicarbonato (pH 9.6), de antisuero IgG
policlonal producida en cobayos contra RVA/Cow-xx/USA/INDIANA/XXXX/G6P[5]-
12 (Indiana) como anticuerpo de captura positiva (R1, pocillos impares) y, anticuerpos
IgG de cobayos no inmunizados como captura negativa (R2, pocillos pares) e incubados
a 4°C durante 16 + 2 h. Luego de 2 lavados con PBS-Tween20 0.05%, pH: 7.4 (buffer
de lavado), una dilucidn (1:10) de cada materia fecal fue agregada a cada pocillo (R1y
R2), e incubada a 37°C por 1h. Luego se realizaron 4 lavados y se agrego el anticuerpo
policlonal producido en bovino (IgG) contra la cepa de RVA Indiana como anticuerpo
detector. Se incubo 1h a 37 °C y luego se realizaron 4 lavados. Finalmente, se agrega el
anticuerpo monoclonal comercial anti-bovino, producido en cabra, conjugado con
peroxidasa (KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories Inc., USA), y se incuba nuevamente
1h a 37 °C. La unién antigeno anticuerpo fue revelada con H,O,-ABTS [2-2’-azinobis
(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonato)] como sistema sustrato/cromogeno. La reaccion fue
detenida por el agregado de 50 pl/pocillo de SDS (dodecyl sulfato de sodio) al 5%. La
ODorbancia fue leida a 405 nm (lector de ELISA, Multiskan Ex, Lab Systems®). Este
ensayo se utiliza rutinariamente en nuestro laboratorio para la deteccion de RVA en
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materia fecal de bovinos, equinos, camélidos y cerdos, usando siempre un valor de corte
estricto. Es decir, la muestra se considera positiva si la diferencia entre la densidad
Optica (OD) medida a 405nm en la captura positiva (R1) y la captura negativa (R2)
(AOD) es mayor a 0,200 unidades de ODorbancia y si la OD en R1 es mayor a la media
de OD en la captura positiva con PBS (blanco de reaccién) mas 2 desvios estandares
(Marcoppido et al., 2011; Parrefio et al., 2004). En el presente trabajo, el punto de corte
del ensayo fue re-calculado y corregido para incrementar la sensibilidad, manteniendo
una especificidad mayor al 90% para la deteccion de RVA en materia fecal de potrillos

con diarrea (Figura R1.1C).

Confirmacion de la presencia de RVA por RT-PCR y
tipificacion de VP6, VP7 y VP4,

La presencia de RVA en todas las muestras que resultaron positivas por al
menos uno de los tres métodos mencionados fue confirmada por RT-PCR dirigido al
gen de VP6 (I-tipo). Ademas las muestras fueron analizadas por RT-PCR para
determinar el G- y P-tipo (VP7 y VP4) de las cepas de RVA seleccionadas como
poblacion de referencia (Garaicoechea et al., 2011; Matthijnssens et al., 2012a; Mifio et
al., 2013).

Los productos de PCR fueron purificados y enviados a la Unidad de Gendmica,
Instituto de Biotecnologia, CICV y A, INTA-Castelar para su secuenciacion. El
genotipo de VP6, VP7 y VP4 fue determinado de acuerdo a las recomendaciones del
Rotavirus Classification Working Group (RCWG) (Matthijnssens et al., 2008)
utilizando la herramienta informatica RotaC (http://rotac.regatools.be/) (Maes et al.,
2009).

Las secuencias fueron editadas con el software Bioedit (Hall et al., 1999), y
alineadas con CLUSTALX 2 (Larkin et al., 2007). Los arboles filogenéticos fueron
construidos con MEGAS (Tamura K, 2011). La distancia genética fue calculada usando
el método de “Kimura-2 correction parameter” (K2P) a nivel nucleotidico y, los
arboles fueron construidos con el método de “neighbor-joining” (NJ) y 1000 réplicas de

re muestreo como soporte estadistico.
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Microscopia Electrénica

Cuatro muestras con resultados discordantes fueron analizadas por microscopia
electrénica: una muestra que fue negativa por Pathfinder y positiva por los demas
métodos (# 33); una muestra negativa por los dos métodos comerciales pero positiva por
ELISA KERI y RT-PCR, aunque de genotipo no tipificable (# 35); una muestra positiva
por FASTest® Rota strip y ELISA KERI, pero negativa por Pathfinder y RT-PCR (#
37) y; una muestra positiva por los tres métodos que resulté ser una infeccion mixta
(#38). Las muestras fueron diluidas (1:5) en PBS y centrifugadas a 1.300g a 4 °C por 20
minutos. El sobrenadante fue luego centrifugado a 20.000g por 30 minutos vy, el
precipitado obtenido fue re suspendido en 100ul de PBS. Una gota de la suspension se
coloco sobre una grilla de cobre y fue tefiida con uranil acetato al 1%. Las particulas
virales fueron observadas con el microscopio electronico de transmision modelo JEOL-
1200EX-11 del servicio de microscopia del CICV y A, INTA Castelar.

Analisis del limite de deteccion de RVA

El limite de deteccion de los equipos comerciales Pathfinder™ Rotavirus Kit,
FASTest® Rota strip y del ELISA KERI fue estimado por el anélisis de diluciones
seriadas en base 10 de las cepas de RVA RVA/Horse-tc/GRB/H-2/1976/G3P[12]-16 (H-
2) e RVA/Cow-xx/USA/INDIANA/XXXX/G6P[5]-12 (IND), ambas con un titulo de
4x10° y 4,64 x10° unidades formadoras de focos fluorescentes por mililitro (FFFU/mI),
respectivamente (Saif et al., 1997). Las mismas, fueron diluidas para comenzar el
ensayo con una cantidad de 1x10° FFFU/mI de particulas infecciosas (Mifio et al.,
2015).

Analisis Estadistico

Con el fin de comparar los 3 métodos diagndsticos utilizados, se realiz6 un
andlisis “Receiving operating curve” (ROC) y el test de concordancia “weighted kappa
statistic (kappa ponderado, « test)” utilizando el programa MedCalc® version 11.1.1.0
(Mariakerke, Belgica), donde el nimero O fue asignado a las muestras verdaderas
negativas y el nimero 1 a las muestras verdaderas positivas. El area bajo la curva
(indice AUC) fue calculado para cada ensayo. Valores de AUC cercanos a 1 indican una
alta precision del ensayo (Greiner et al., 2000). Ademas, los analisis ROC utilizando los
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valores de OD de cada muestra en R1 y los valores de AOD fueron utilizados para

recalcular el valor de corte del ensayo ELISA KERI.

La concordancia de cada ensayo para clasificar las muestras en positivas y
negativas, comparadas con la poblacién de referencia, fue calculada con el estadistico
kappa ponderado. Valores de k entre 0,41 y 0,60 indican una concordancia moderada;
valores entre 0,61 y 0,80 una concordancia substancial y valores entre 0,81 y 0,99,
indican una concordancia casi perfecta (Viera and Garrett, 2005).
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Resultados

Poblacion de muestras de referencia

El estudio incluyo un total de 172 muestras que fueron analizadas por los tres
métodos (Pathfinder™ Rotavirus, FASTest® Rota strip y ELISA KERI) y confirmadas
por RT-PCR. De acuerdo al criterio establecido, 50 muestras (29%) fueron verdaderos
positivos y 122 (71%) verdaderos negativos para RVA equino. Esta poblacion fue

considerada poblacion de referencia para la validacion de los ensayos.
Concordancia entre métodos

En cuanto a la concordancia entre los métodos estudiados, los 3 ensayos
detectaron 13 muestras positivas y 105 negativas, mostrando resultados discordantes en
54 muestras. De éstas, 25 fueron detectadas como positivas por 2 métodos y fueron
clasificadas como verdaderas positivas. Finalmente, 29 muestras fueron detectadas
como positivas por un solo método, de las cuales 12 fueron positivas por RT-PCR vy
fueron clasificadas como verdaderos positivos y las 17 restantes fueron clasificadas
como verdaderas negativas (Tabla R1.1). El listado de muestras analizadas y el
resultado de cada una de ellas se encuentra al final del capitulo (material suplementario
R1.S1-S2).

Tabla R1.1. Resultados de los tres métodos utilizados para detectar RVA equino en materia fecal de
potrillos con diarrea.

o ) o Analisis ROC
Positivos  Negativos o o Indice
Test Sensibilidad Especificidad 95%
(50) (122) Kappa AUC MCC
Pathfinder™ + 16 5 96% 0,358° 57-

. 32% (16/50) , 65% 7%
Rotavirus - 34 117 (117/122) 0,723 73%
FASTest + 46 4 97% 90-

. 92% (46/50) 0,887  95% 95%
Rota® Strip - 4 118 (118/122) 98%
ELISA + 38 8 93% 79-
76% (38/50) 0,695 88% 88%
KERI - 12 114 (114/122) 91%

Se realiz6 un analisis no parametrico. AUC: Area bajo la curva ROC; CI: Intervalo de confianza. MCC:
Muestras Correctamente Clasificadas.  indice Kappa para la poblacion completa. ® indice Kappa para la
poblacién sin las muestras G3P[12]16.
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Tipificacién de los RVA equinos utilizados como poblacién de

referencia.

En 42 (86%) de las 50 muestras positivas a RVA se pudo determinar el G, P e I-
tipo. Un total de 30 (72%) fueron G3P[12], 6 (14%) G14P[12] y 6 (14%) mostraron una
infeccion mixta (G3+G14). Todos los RVA equinos de genotipo G3 (VP7), estuvieron
asociados con genotipo 16 (VP6), mientras que todos los genotipos G14 (VP7) al
genotipo 12 (VP6). Esta asociacion se observa en el arbol filogenético (Figura R1.2).

Los resultados individuales se muestran en la tabla de material suplementario A.

RVA/Human 1S2-like

12-RVA/Cow-tc/JPN/Dai-10/2007/G24P[33] AB573073

12-RVA/Cow-wt/JPN/Azuk-1/2006/G21P[29] AB573082

—(RVAISALL

12-RVA/Human-tc/JPN/S2/1980/G2P1B[4] Y00437

12-RVA/Human-wt/CHN/TB-Chen/1996/G2P[4] AY787645

12-RVA/Porcine-wt/CHN/CMH171/2001 EU372725

12-RVA/Human-tc/PHL/L26/1987/G12P[4] DQ146695

12-RVA/Human-tc/USA/DS-1/1976/G2P1B[4] DQ870507
12-RVA/C /t/ARG/B383/1998/G15P[11] FJ347115 |2

12-RVA/Horse-wt/SAF/SA-1/2008/G14P[12] JQ345494

12-RVA/Horse-wt/IRL/04V2024/2004/G14P[12] JN903519

< I2-RVA/Horse-tc/GBR/H-2/1976/G3P[12] D00324

12-RVA/Horse-tc/USA/FI-23/1981/G14P[12] D82971

RVA/Horse-wt/ARG/E403/2006/G14P[12] JF712581

RVA/Horse-wt/ARG/E4040/2008/G14P[12] JN903520

@ RVA/Horse-wt/ARG/E4841/2009/G14P[12]

@ RVA/Horse-wt/ARG/E9314-5/2010/G14P[12]

@ RVA/Horse-wt/ARG/E9314-3/2010/G14P[12]

@ RVA/Horse-wt/ARG/E0098/2011/G14P[12]

@ RVA/Horse-wt/ARG/E8689-1/2010/G14P[12]

@ RVA/Horse-wt/ARG/E8689-3/2010/G14P[12] .

17-RVA/Murine-wt/USA/EDIM/1996/GxPx U65988

13-RVA/Dog-tc/ITA/RV52-96/1996/G3P([3] HQ661127
5 13-RVA/Cat-tc/AUS/Cat2/1984/G3P[9] EU708960
100 RVA/Horse-wt/ARG/E3198/2008/G3P[3] JX036369
19-RVA/Rh tc/USA/TUCH/2002/G3P[24] AY594670
-l: 115-RVA/Bat-wt/KEN/KE4852/07/2007/G25P[6]
116-RVA/Human-tc/KEN/B10/1987/G3P[2] HM627557

18-RVA/Human-wt/THA/CMH222/2001/G3P[3] ABC41660
114-RVA/Pig-wt/CAN/CE-M-06-0003/2005/G2P[27] GU183245
RVA/Horse-tc/GBR/H1/1975/G5P[7] AF242394

15-RVA/Pig-tc/MEX/YM/1983/G11P9[7] X69487
15-RVA/Panda-xx/CHN/CH-1/2008/G1P[7] GU188283

112-RVAVH NPL/KTM368/2004/G11P[25] GU199496
100]— 11-RVA/HUman-tc/AUS/RV3/1977/G3P(6] F1998275
L 11-RVAH tc/GBR/ST3/197 [6] EF583048

RVA/Horse-tc/GBR/L338/1991/G13P[18] JF712559
RVA/Horse-tc/JPN/HO-5/1982/G3P[12] D82973
RVA/Horse-tc/USA/FI-14/1981/G3P[12] D00323
RVA/Horse-xdIRLI2011/XXXX/G3P[12]

B RVA/Horse-wi/ARG/E1460-2/2011/G3P[12]

B RVA/Horse-w/ARG/E9562-3/2010/G3P[12]

W RVA/Horse-wt/ARG/E1154-3/2011/G3P[12]

B RVA/Horse-wi/ARG/E1536-6/2011/G3P[12]

B RVA/Horse-wt/ARG/E5721/2009/G3P[12]

B RVA/Horse-wi/ARG/E0964/2011/G3P[12]

B RVA/Horse-wi/ARG/E9402-1/2010/G3P[12]

W RVA/Horse-wt/ARG/E9402-2/2010/G3P[12]

B RVA/Horse-wi/ARG/E1453/2011/G3P[12]

B RVA/Horse-wi/ARG/E1139-1/2011/G3P[12]

W RVA/Horse-wt/ARG/E1536-4/2011/G3P[12]

B RVA/Horse-wi/ARG/E1261-4/2011/G3P[12] 16
B RVA/Horse-wi/ARG/E1139-3/2011/G3P[12]
W RVA/Horse-wt/ARG/E1139-5/2011/G3P[12]
B RVA/Horse-wi/ARG/E1112-3/2011/G3P[12]
B RVA/Horse-W/ARG/E1224-2/2011/G3P[12)
W RVA/Horse-wt/ARG/E1292-2/2011/G3P[12]
r RVA/Horse-wi/ARG/E6000/2009/G3P[12]

RVA/Horse-wt/ARG/E30/1993/G3P[12] JF712570
B RVA/Horse-wt/ARG/E4323/2009/G3P[12]

B RVA/Horse-wt/ARG/E6094-3/2009/G3P[12]

M RVA/Horse-wt/ARG/E5755-1/2009/G3P[12]

B RVA/Horse-wt/ARG/E5749-4/2009/G3P[12]

B RVA/Horse-wt/ARG/E5755-2/2009/G3P[12

B RVA/Horse-wt/ARG/E5749-6/2009/G3P[12]

B RVA/Horse-wt/ARG/E1373-2/2011/G3P[12]

113-RVA/H ECU/Ecu534/2006/G20P[28] EU8B05774
111-R HN/Ch-03V0158G3/ EU486966
1 14-RVA/Avi /CHN/Ch EU486970
005
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Figura R1. 2 Arbol filogenético construido en base al ORF del gen de VP6 de RVA equino,
utilizando el método N] con el modelo evolutivo K2P. En los nodos se muestran valores de

remuestreo superiores al 80%.
Microscopia Electrénica

En las 4 muestras de materia fecal en las que se encontraron resultados
discordantes, se detectaron particulas compatibles en tamafio y morfologia con RVA
(Figura R1.3). La muestra #33 fue genotipificada como G3P[12]16; la muestra #35 fue
positiva por RT-PCR pero no tipificable; la muestra #37 fue positiva por los dos
métodos comerciales pero negativa por RT-PCR y la muestra #38 fue positiva por todos

los métodos y present6 una infeccién mixta G3+G14.
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FiguraR1.3 Fotografia de particulas virales compatibles con Rotavirus observadas por

microscopia electrénica con 60K de aumento.

Limite de deteccion de los ensayos analizados

El limite de deteccion de los ensayos Pathfinder™ Rotavirus kit, FASTest® Rota
strip y ELISA KERI fue estimado mediante diluciones en base 10 de suspensiones
virales de las cepas de RVA equino H-2 e IND partiendo de una suspensién de 1x10°
FFFU/mI de particulas infecciosas.

El equipo Pathfinder™ Rotavirus detectdé un minimo de 1000 FFFU/ml de
ambas cepas; FASTest® Rota strip fue més sensible y detect6 hasta 100 FFFU/ml de la
cepa equina H2 y 100 FFFU/mI de la cepa bovina Indiana. Finalmente, el ELISA KERI
detect6 100 FFFU/mI de la cepa bovina Indiana y 1000 FFFU/mI de la cepa equina H-2
(Tabla R1.2).

Tabla R1.2. Limite de deteccion de los métodos analizados.

Cepas de Titulo viral en FFFU/mI
Ensayo RVA  1x10° 1x10° 1x10° 1x10°  1x10'
Pathfinder™ H2 + + + - -
Rotavirus Indiana + + N ] ]
FASTest H2 + + + + ]
Rota® Strip Indiana + + N N ]
ELISA H2 + + + - -
KERI Indiana + + + + i

Diluciones seriadas en base 10 de una suspension viral de la cepa H2
(G3P[12]) 1x10° FFFU/mI e Indiana (G6P[5]) 1x10° FFFU/mI.
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Rendimiento de los métodos: Sensibilidad y especificidad para

la deteccion de RVA en materia fecal de potrillos con diarrea.

Los 3 métodos diagnosticos fueron comparados y el rendimiento se muestra en
la figura R1.4.

Comparacion delas curvas ROC

100
80

60

Sensibilidad

40 |1

A Pathfinder Rotavirus
-O- FASTest Rota Strip
-E3- KERIELISA

T T
Nt

ol o
0 20 40 60 80 100
100 - especificidad

FiguraR1.4  La figura muestra el promedio de los resultados obtenidos para todas las muestras
del andlisis ROC (“Receiver Operating Characteristics”) en cada uno de los métodos comparados (A
Pathfinder™ Rotavirus; © FASTest® Rota STRIP; o ELISA KERI), (n=50 verdaderos positivos; n=122

verdaderos negativos).

El equipo Pathfinder™ Rotavirus detect6 RVA equino en 17 de las 50 muestras
positivas (34%), lo que muestra una baja sensibilidad pero con una especificidad del
96%. El indice AUC fue 65%, y solo el 77% de las muestras fueron correctamente
clasificadas (Tabla R1.1, Figura R1.5). Con este meétodo se detectaron todos las
muestras de genotipo G14P[12]-12, inclusive cuando se tratd de infecciones mixtas,
pero no se detectaron los RVA genotipo G3P[12]-16 (Figura R1.5). De las 33 muestras
positivas que resultaron negativas por este método, el 85% (28/33) fueron de genotipo
G3P[12]-16 y el 15% (5/33), muestras positivas por FASTest® Rota strip y ELISA
KERI que no se pudieron genotipificar por RT-PCR. El valor del estadistico « para este
método fue 0,358, indicando una baja concordancia para detectar las muestras positivas

a RV de la poblacion de referencia.
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Curva ROC del Pathfinder™ Rotavirus
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FiguraR1.5

la poblacién completa. Las lineas (- -) indican el intervalo de confianza de las mediciones realizadas.

En cambio, cuando solo se consideraron las muestras genotipo G14P[12]12 la
especificidad del Pathfinder ™ se mantuvo alta (95%), y su sensibilidad se incrementé

del 34 al 65% (Figura R1.6), ade

que indica una concordancia substancial del método para clasificar correctamente la

poblacién de referencia.
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La figura muestra la curva ROC del método Pathfinder™ Rotavirus cuando se analiza
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FiguraR1. 6
solamente la poblaciéon G14P[12]-12.
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Por otra parte, con el FASTest® Rota strip se detectaron un 92% (46/50) de las
muestras de RVA equinas, con una sensibilidad y especificidad del 97% (Tabla R1.1).
Ademas, el ensayo mostro un indice AUC de 95% vy clasificO correctamente, positivas y
negativas, un 95% de las muestras (Figura R1.4). Por este método se detectaron los dos
genotipos de RVA equino (G3P[12]-16 y G14P[12]-12), quedando solo 4 muestras
positivas por ELISA KERI y RT-PCR que no fueron detectadas por este ensayo. Dos de
ellas fueron genotipificadas como G3P[12]-16 y en las dos restantes, el genotipo no se
pudo determinar. El valor del estadistico k para este método fue de 0,887 indicando una

concordancia casi perfecta con la poblacién de referencia (Tabla R1.1).

El tercer método incluido en este trabajo, fue el ELISA KERI, en el cual se
realizé un ajuste en el valor de punto de corte para aumentar su sensibilidad para
detectar RVA equino. De acuerdo al criterio optimizado, las muestras fueron
consideradas positivas si el AOD (R1-R2) fue igual o superior a 0,082 y la OD en R1
fue igual o superior a 0,213 (Figura R1.7).

A B OD(R1)

100

20

60

Sensibilidad
Sensibilidad

L, L L 0 L Ll Y UL |

20

100 - especificidad 100 - especificidad

FiguraR1.7  A: Andlisis ROC utilizando los datos de absorbancia corregida (AOD). B los datos de la

absorbancia en la captura positiva (R1).

En base a este nuevo valor de corte el ensayo mostré una sensibilidad de 76%
(38/50) y una especificidad de 93% (114/122). El indice AUC fue de 88%, lo que

coincide con el porcentaje de muestras correctamente clasificadas por este método
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(88%). EI valor del estadistico k fue de 0,695, indicando una concordancia substancial

con respecto a la poblacion de referencia (Figura R1.8; Tabla R1.3).
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FiguraR1.8 A: Curva ROC (sensibilidad respecto a 100-especificidad “°”) con el intervalo de

confianza. B: Punto de corte utilizado en base a la poblacién de referencia.

Tabla R1.3. Andlisis del ELISA KERI.

Valor de

AUC Sensibilidad Especificidad McCC

corte
OD(R1) 0,213 89% 87.5% 80% 89%
AOD (R1-R2) 0,082 88% 79% 94% 88%

AUC: Area bajo la curva ROC; OD(R1)= densidad éptica en R1; AOD (R1-R2): Diferencia de la densidad
Optica entre R1y R2; AOD:densidad dptica corregida.

MCC: indice de muestras correctamente clasificadas fue calculadocomo el cociente de la sumatoria de
las muestras verdaderas positivas clasificadas como positivas y verdaderas negativas clasificadas como
negativas divido el total y multiplicado por 100.

Del total de muestras clasificadas como positivas (76%, 38/50) por ELISA
KERI, 47% (18/38) fueron genotipificadas como G3P[12]16, 16% (6/38) como
G14P[12]12 y un 13% (5/38) fueron infecciones mixtas (G3P[12]16/G14P[12]12). De las
restantes, 4 muestras resultaron positivas por RT-PCR pero no pudieron ser
secuenciadas y 5 fueron negativas por RT-PCR. De las 12 muestras positivas que el
ELISA KERI no detectd, 7 fueron genotipo G3P[12]-16, 2 fueron infecciones mixtas
G3/G14, una si bien fue positiva por RT-PCR no pudo ser secuenciada y dos muestras
fueron negativas por RT-PCR (material suplementario R1.S1-S2).
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Con el fin de tratar de explicar las diferencias de deteccion encontrada entre los
métodos, se analizo la secuencia deducida de aminoacidos de la proteina VP6. Los
cambios en los aminoacidos de la proteina VVP6 encontrados entre las cepas analizadas,
se detallan segun el dominio en el cual se producen. Asi el dominio B mostrd 17 sitios
con cambios (Tabla R1.4), mientras que el dominio H mostré 21 sitios con cambios

(Tabla R1.5).

Tabla R1.4. Cambios de aminoacidos en el dominio B de VP6.

VP6: Dominio B

Aminoacido 2 7 11 38 39 53 60 83 86 89 92 101 115 340 341 350 371
GRB/H-2/1976 D L L \' I N N N D \ \' \ S A S S D
Arg/G14-12* D L F \' I N N N D \' \' \' S A S S D
Arg/G3-16* E 1 L I \'4 T T T E I I T A S N A E

* Secuencia de aminoacidos consenso realizada en base a todas las cepas de RVA de Argentina, incluyendo las analizadas en este

estudio.

Tabla R1.5. Cambios de aminoacidos en el dominio H de VP6.

VP6: Dominio H
Aminoacido 151 172 174 175 199 217 225 244 253 254 272 281 295 299 300 307 312 314 317 329 332
GRB/H-2/1976 T A D N I v L T I F N I M P Q A N P E E I
Arg/G14-12* T A D N I v L T VvV F N V I P P A N P E E I
Arg/G3-16* v L N D F A I A I L T I M - - N Q Q Q D Vv

* Secuencia de aminoacidos consenso realizada en base a todas las cepas de RVA de Argentina, incluyendo las analizadas en este
estudio.
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Discusion

Rotavirus Grupo A es un patdgeno asociado a diarreas en potrillos en todo el
mundo y también en Argentina, con una tasa de deteccion del 21% (Garaicoechea et al.,
2011), siendo similar a la tasa de deteccion reportada en el resto del mundo (Papp et al.,
2013).

A pesar de que se utiliza, desde 1996, la vacunacion sistematica como medida
preventiva, la diarrea por RVA continua siendo un problema en los establecimientos de
cria de caballos deportivos en nuestro pais (Barrandeguy et al., 1998; Garaicoechea et
al., 2011).

Actualmente existen numerosos métodos accesibles comercialmente para el
diagnostico de RVA, sin embargo, la mayoria de ellos han sido desarrollados y
validados para el diagnéstico de RVA humanos, y solo unos pocos fueron disefiados
para su uso veterinario, en muestras de diferentes especies de animales (Eing et al.,
2001; Greiner et al., 2000; Matthijnssens et al., 2008; Monini et al., 2011; Slovis et al.,
2013). Este trabajo fue realizado para comparar dos métodos comerciales y un método
“in-house” para detectar RVA equino. En relacion a los métodos comerciales
evaluados, uno de ellos habia sido disefiado para detectar RVA humanos y otro para
RVA animales (bovinos). EI método de ELISA KERI fue desarrollado en nuestro
laboratorio, y se utiliza en el diagndstico de RVA en muestras de materia fecal de

bovinos, porcinos, camélidos y potrillos con diarrea (Cornaglia et al., 1989).

El mejor rendimiento para detectar RVA equino, fue obtenido con el FASTest®
Rota strip. Este equipo fue disefiado y aprobado para el uso en diagndstico veterinario,
mostrando una sensibilidad y especificidad de 72% y 95% respectivamente para
detectar RVA en muestras de terneros (Klein et al., 2009). Su eficacia en la deteccion de
RVE no habia sido estudiada y fue motivo de este estudio, siendo la sensibilidad y
especificidad del 92% y 97% respectivamente, superior a la encontrada en bovinos.
Ademas, se comprobd también que pueden detectarse los dos genotipos presentes en las
muestras de equinos (G3P[12]16 y G14P[12]12) (Figura R1.3). Por este metodo se
clasificaron apropiadamente, como negativas y positivas, el 95% de las muestras

analizadas.
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El método Pathfinder™ Rotavirus ha sido disefiado para su uso en diagndstico
de RVA humanos, se utiliza un anticuerpo monoclonal contra VP6 genotipo 12 como
anticuerpo detector. La sensibilidad y especificidad de esté ensayo es de 100% y 98%
respectivamente cuando se lo utiliza con muestras de materia fecal de humanos
(Dennehy et al., 1988; Dennehy et al., 1994). En cuanto a su uso en el campo
veterinario, fue utilizado como método diagnostico de RVA en muestras de bovinos, sin
embargo su sensibilidad y especificidad no fue analizada (Badaracco et al., 2014). En el
presente estudio, este ensayo solo detectd el 34% de las muestras positivas analizadas.
Esto es particularmente importante dado a que hay una aceptacion universal de que los
métodos de diagnostico desarrollados para la deteccion de RVA en humanos son
igualmente eficientes para el diagnostico de RVA de importancia veterinaria (Fushuku
and Fukuda, 2006; Maes et al., 2003; Nemoto et al., 2010). Los resultados obtenidos en
el presente trabajo no avalan esa informacion, por el contrario, evidencia la necesidad
de realizar analisis de validacion previos para determinar la capacidad diagndstica de
RVA en diferentes regiones y en distintas especies animales.

El tipo de anticuerpos utilizados en los diferentes inmunoensayos puede
influir fuertemente en la eficiencia en la deteccion de RVA. El uso de anticuerpos
monoclonales generalmente estd asociado a elevada especificidad. Esto representa una
ventaja cuando se trabaja con muestras complejas como muestras de materia fecal,
donde los entero patégenos deben ser detectados en el contexto de la micro flora
intestinal y otros antigenos proteicos que incrementan la probabilidad de una reaccién
cruzada, falsos positivos o inhibicion de la reaccion. Sin embargo, en este trabajo, los
anticuerpos monoclonales utilizados por el método Pathfinder™ Rotavirus generaron
una disminucién de la eficiencia para detectar RVA en materia fecal de potrillos con
diarrea. Con este método se detectaron todos los RVA genotipo G14P[12]12, incluso
cuando se encontraban en infecciones mixtas (G316/G1412) y en baja carga del genotipo
G14 en la muestra (en comparacion con el amplicon obtenido para G3), pero no se
detectaron los RVA equinos que poseen el genotipo G316, sugiriendo que las
mutaciones presentes en la variante de VP6 16 poseen cambios en los sitios de
reconocimiento de este anticuerpo. De hecho, el analisis de las secuencias mostrd que
VP6-16 posee 36 cambios de aminoacidos y dos deleciones en comparacion con VP6-12.
El mapeo de estos cambios en la estructura molecular mostré que la mayoria de ellos se

encuentran en la superficie expuesta, en el dominio H de la molécula (residuos 151 al
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331), en la parte superior del trimero de VP6 o cerca de los sitios antigénicos, y que tres
mutaciones (A244, M295 y N307) y 2 deleciones (P299 y P300) estan situadas en un
sitio de interaccion con VP7 (Tablas R1.4 y R1.5). Alguno de estos cambios podria
estar involucrados en los sitios reconocidos por los anticuerpos utilizados por el método
Pathfinder™ Rotavirus. Este tema se aborda en profundidad en el capitulo 5 de esta

tesis.

El anélisis filogenético y de secuencias mostro que la VP6-16 tiende a asociarse
con VP7 G3 mientras que VP6-12 tiende a hacerlo con VP7 G14. Inicialmente dos cepas
no cumplian esta regla, la primera de ellas, la cepa RVA/Horse-tc/H-2/1976/G3P12
(D00324) mostraba una combinacion de G3-12. Sin embargo, se demostré que la misma
habia sido errébneamente caracterizada y un estudio confirmatorio realizado a partir de la
muestra original mostré que la misma posee el genotipo G3-16, cumpliendo asi con la
tendencia de asociacion (Ma et al., 2015). Finalmente, la Unica cepa de RVA equinos
que escapa a la regla de que las VP7 G3 tiende asociarse con VP6 16 es la cepa de Japdn
RVA/Horse-tc/JPN/BI/1981/G3P12, la que muestra una combinacion de G3-12 en su
constelacion gendmica (Nemoto et al., 2015). Las relaciones estructurales que explican
la tendencia de esta asociacion entre VP6/VP7 (G3/16 y G14/12) se muestran en detalle
en el apartado de analisis estructural de este mismo trabajo (capitulo de resultados 4).

La evidencia obtenida en el presente trabajo, y el hecho de que hasta la fecha se
han descripto 18 genotipos de VP6 dentro de RVA (Matthijnssens and Heylen, 2013;
Matthijnssens et al., 2012b), refuerza la necesidad de que los ensayos diagndsticos
desarrollados para RV humanos, sean validados antes de su aplicacion en medicina

veterinaria.

Finalmente, el ELISA KERI ensayo disefiado en base a anticuerpos policlonales
contra la cepa de RVA bovino Indiana (G6P[5]-12) y utilizado rutinariamente para la
deteccion de RVA en muestras de heces de bovinos y equinos fue evaluado. Para
optimizar su uso en muestras de materia fecal de equinos, el valor de corte original, que
si bien garantizaba el 100% de especificidad en la deteccion de RVA jugaba en
detrimento de su sensibilidad, fue recalculado. Este valor de corte se ajustd entonces a
OD (R1)=0,200 y AOD=0,08 de modo de maximizar la eficiencia del ensayo,
obteniéndose una sensibilidad y especificidad de 76% y 93% respectivamente para la

deteccion de RVA en muestras de equinos, clasificando de manera correcta al 88% de
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las muestras analizadas. La utilizacion de anticuerpos policlonales tanto como captura,
asi como también de anticuerpo secundario detector, maximiza la capacidad de
reactividad cruzada contra distintas cepas de RVA, garantizando la deteccion de
diferentes genotipos de VP8, incluyendo el genotipo 16. Sin embargo, del mismo modo,
el uso de anticuerpos policlonales podria explicar la baja sensibilidad de este ensayo

respecto a los ensayos comerciales encontrada en el presente trabajo.

El limite de deteccion del FASTest® Rota strip y del ELISA KERI fue mayor

que el del Pathfinder™ Rotavirus. La razon de esto no esta clara, pero podria ser debido

a diferencias en los anticuerpos monoclonales utilizados en cada uno de los ensayos.

Finalmente, algunas muestras fueron reactivas por los métodos de Pathfinder™
Rotavirus, FASTest® Rota strip o ELISA KERI, pero no por RT-PCR. Resultados
similares fueron observados por Adlhoch et al. (2011), una posible explicacion a esto es
que el antigeno viral se encontraria en elevada cantidad en comparacién con la carga de
ARN, vy, adicionalmente la mayor labilidad del ARN en comparacion con las proteinas.
Ademas, algunas muestras de materia fecal podrian contener sustancias inhibidoras
inespecificas de la reaccion de RT-PCR (Adlhoch et al.,, 2011). La presencia de
particulas, compatibles en tamafio y morfologia con Rotavirus, observadas en materia
fecal mediante microscopia electrénica confirma la especificidad de deteccion de los
métodos analizados en este trabajo.

Consideraciones

Este trabajo fue publicado como: S. Mifio, A. Kern, M. Barrandeguy, V.
Parrefio. Comparison of two commercial kits and an in-house ELISA for the detection
of equine rotavirus in foal feces. Journal of Virological Methods 222 (2015) 1-10.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jviromet.2015.05.002.
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Tabla suplementaria R1.S1

IDMuestras ~ Pathfinder™ " ASTest ELISA KERI . Poblacion
Rota Genotipo de
Old New R10D R2O0D AOD Referencia

1 E/4323/2009 0 1 1 1 0,251 0,092 0,159 G3-P[12]-16 12
2 E/4841/2009 1 1 1 1 0,537 0,131 0,406 G14-P[12]-12 12
3 E/5638-6/2009 0 1 0 1 0,345 0,226 0,119 0 1
4 E/5721/2009 1 1 0 1 0,223 0,111 0,112 G14/G3-P[12]-16 12
5 E/5749-2/2009 0 0 1 1 0,269 0,114 0,155 G3-P[12]-16 12
6 E/5749-4/2009 1 1 1 1 0,455 0,171 0,284 G3/G14 12
7 E/5749-6/2009 1 1 1 1 0,395 0,144 0,251 G3/G14 12
8 E/5755-1/2009 0 1 0 1 0,251 0,154 0,097 G3-P[12]-16 12
9 E/5755-2/2009 0 1 1 1 0,263 0,114 0,149 G3-P[12]-16 12
10 E/6000/2009 1 1 0 1 0,666 0,571 0,095 G3/G14 12
11 E/6094-1/2009 1 1 0 0 0,080 0,082 -0,002 1 1
12 E/6094-2/2009 1 1 0 0 0,134 0,099 0,035 1 1
13 E/6094-3/2009 1 1 1 1 0,300 0,105 0,195 G3/G14 12
14 E/8540-2/2010 1 1 1 1 0,411 0,094 0,317 0 1
15 E/8689-1/2010 1 1 1 1 0,296 0,093 0,203 G14-P[12]-I12 12
16 E/8689-3/2010 1 1 1 1 0,352 0,154 0,198 G14-P[12]-12 12
17 E/9234-1/2010 0 1 0 0 0,097 0,085 0,012 1 1
18 E/9314-3/2010 1 1 1 1 0,490 0,165 0,325 G14-P[12]-I12 12
19 E/9314-5/2010 1 1 1 1 0,51 0,189 0,321 G14-P[12]-12 12
20 E/9402-1/2010 0 1 1 1 0,375 0,170 0,205 G3-P[12]-16 12
21 E/9402-2/2010 0 1 1 1 0,379 0,158 0,221 G3-P[12]-16 12
22 E/9562-3/2010 0 1 1 1 0,386 0,217 0,169 G3-P[12]-16 12
23 E/0098/2011 1 1 1 1 0,748 0,395 0,353 G14-P[12]-12 12
24 E/0641/2011 0 1 0 0 0,684 0,609 0,075 1 1
25 E/0795-1/2011 1 1 0 0 0,141 0,175 -0,034 0 1
26 E/0795-2/2011 1 1 0 0 0,184 0,177 0,007 0 1
27 E/0964/2011 0 1 0 0 0,223 0,222 0,001 G3-P[12]-16 12
28 E/1112-3/2011 0 1 0 1 0,494 0,312 0,182 G3-P[12]-16 12
29 E/1139-1/2011 0 1 1 1 0,749 0,364 0,385 G3-P[12]-16 12
30 E/1139-3/2011 0 1 1 1 0,779 0,374 0,405 G3-P[12]-16 12
31 E/1139-5/2011 0 1 1 1 0,601 0,394 0,207 G3-P[12]-16 12
32 E/1154-2/2011 0 0 1 1 0,634 0,346 0,288 G3-P[12]-16 1
33 E/1154-3/2011 0 1 1 1 0,673 0,278 0,395 G3-P[12]-16 12
34 E/1154-5/2011 0 1 1 1 0,661 0,436 0,225 0 1
35 E/1154-7/2011 0 0 1 1 0,893 0,439 0,454 1 1
36 E/1154-8/2011 0 0 1 1 0,742 0,344 0,398 1 1
37 E/1224-1/2011 0 1 1 1 0,848 0,448 0,400 0 1
38 E/1224-2/2011 1 1 1 1 0,943 0,721 0,222 G3/G14 12
39 E/1261-1/2011 0 1 0 0 0,217 0,210 0,007 G3-P[12]-16 1
40 E/1261-2/2011 0 1 0 1 0,901 0,508 0,393 0 1
41 E/1261-3/2011 0 1 1 1 0,553 0,192 0,361 G3-P[12]-16 12
42 E/1261-4/2011 0 1 0 0 0,276 0,271 0,005 G3-P[12]-16 1
43 E/1263-2/2011 0 1 0 0 0,517 0,553 -0,036 G3-P[12]-16 1
44 E/1292-2/2011 0 1 1 1 0,521 0,270 0,251 G3-P[12]-16 12
45 E/1373-1/2011 0 1 0 0 0,465 0,468 -0,003 G3-P[12]-16 1
46 E/1373-2/2011 0 1 1 1 0,776 0,258 0,518 G3-P[12]-16 12
47 E/1453/2011 0 1 0 0 0,198 0,214 -0,016 G3-P[12]-16 12
48 E/1460-2/2011 0 1 1 1 0,751 0,411 0,340 G3-P[12]-16 12
49 E/1536-4/2011 0 1 1 1 0,820 0,479 0,341 G3-P[12]-16 12
50 E/1536-6/2011 0 1 1 1 0,763 0,442 0,321 G3-P[12]-16 12

0: Negativo; 1: Positivo; old: valor de corte inicial ELISA KERI; new: valor de corte recalculado ELISA KERI; R1: R1 Densidad éptica
(OD); R2: R2 OD; AQOD: diferencia entre la OD de R1y R2 (R1-R2). G3/G14: Infeccién mixta.
# Nimeros de acceso (VP6): KJ628058 — KJ628088.
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Tabla suplementaria R1.S2. Verdaderos Negativos

ID Muestras Pathfinc_ierTM Fést;%st ELISA KERI Poblacién_de
Rotavirus Strip old new R10OD R20OD AOD referencia
1 E/5278/09 0 0 0 0,072 0,073 -0,001 0
2 E/5393/09-1 0 0,185 0,156 0,029
3 E/5393/09-2 0,173 0,167 0,006
4 E/5393/09-3 0,220 0,203 0,017
5 E/5393/09-4 0,160 0,170 -0,010
6 E/5421/09 0,082 0,079 0,003
7 E/5430/09 0,084 0,096 -0,012
8 E/5486A/09 0,210 0,179 0,031
9 E/5522/09 0,078 0,081 -0,003

10 | E/5536/09

11 | E/5558/09-1
12 | E/5558/09-2
13 | E/5559/09-1
14 | E/5559/09-2
15 | E/5638/09-1
16 | E/5638/09-2
17 | E/5638/09-3
18 | E/5638/09-4
19 | E/5638/09-5
20 | E/5638/09-7
21 | E/5638/09-8
22 | E/5708/09

23 | E/5749/09-1
24 | E/5749/09-3
25 | E/5749/09-5
26 | E/5749/09-7
27 | E/5833/09

28 | E/6066/09

29 | E/6085/09-2
30 | E/6085/09-3
31 | E/6085/09-4
32 | E/6085/09-5

0,135 0,137 -0,002
0,080 0,080 0,000
0,098 0,157 -0,059
0,209 0,225 -0,016
0,104 0,103 0,001
0,489 0,460 0,029
0,160 0,146 0,014
0,426 0,406 0,020
0,124 0,118 0,006
0,119 0,135 -0,016
0,166 0,097 0,069
0,130 0,102 0,028
0,128 0,121 0,007
0,108 0,112 -0,004
0,246 0,187 0,059
0,422 0,428 -0,006
0,192 0,200 -0,008
0,313 0,312 0,001
0,091 0,096 -0,005
0,254 0,219 0,035
0,199 0,190 0,009
0,147 0,142 0,005
0,163 0,123 0,040

33 | E/6113/09-Duo 0,092 0,097 -0,005

34 | E/6113/09-Yey 0,088 0,089 -0,001
0: Negativo; 1: Positivo; old: antiguo valor de corte ELISA KERI; new: nuevo valor de corte ELISA KERI; R1: R1
OD; R2: R2 OD; AOD: diferencia entre R1 y R2 (R1-R2).
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Tabla suplementaria R1.S2. continuacion.

Pathfinder™ Fgazgt ELISA KERI Poblacion de
ID Muestras Rotavirus Strip old new R1 R2 AOD referencia

35 | E/6232/10
36 | E/6352/10
37 | E/6680/10-1
38 | E/8540/10-1
39 | E/8540/10-3
40 | E/8540/10-4
41 | E/8689/10-2
42 | E/8689/10-4
43 | E/8689/10-5
44 | E/8758/10
45 | E/8788/10
46 | E/8798/10
47 | E/8812/10
48 | E/8884/10-1
49 | E/8888/10-1
50 | E/9014/10-2
51 | E/9016/10
52 | E/9023/11
53 | E/9072/10-2
54 | E/9088/10-1
55 | E/9088/10-2
56 | E/9088/10-4
57 | E/9088/10-5
58 | E/9088/10-7
59 | E/9088/10-8
60 | E/9088/10-9
61 | E/9088/10-10
62 | E/9149/10-1
63 | E/9149/10-2
64 | E/9197/10-1
65 | E/9197/10-2
66 | E/9197/10-3
67 | E/9197/10-4
68 | E/9197/10-5
69 | E/9197/10-6
70 | E/9197/10-7
71 | E/9197/10-8
72 | E/9197/10-9
73 | E/9234/10-2
74 | E/9234/10-3
75 | E/9234/10-4
76 | E/9234/10-5
77 | E/9234/10-6
78 | E/9234/10-7
79 | E/9234/10-8
80 | E/9260/10-A
81 | E/9260/10-B
82 | E/9314/10-1
83 | E/9314/10-2
84 | E/9314/10-4
85 | E/9335/10
86 | E/9367/10-1
87 | E/9379/10
88 | E/9472/10-1
89 | E/9472/10-2
90 | E/9472/10-3
91 | E/9473/10

0,317 0,324 -0,007
0,239 0,170 0,069
0,088 0,070 0,018
0,146 0,172 -0,026
0,085 0,098 -0,013
0,092 0,091 0,001
0,202 0,213 -0,011
0,092 0,091 0,001
0,175 0,179 -0,004
0,079 0,079 0,000
0,087 0,091 -0,004
0,085 0,061 0,024
0,101 0,090 0,011
0,096 0,097 -0,001
0,070 0,070 0,000
0,078 0,056 0,022
0,073 0,082 -0,009
0,064 0,063 0,001
0,099 0,087 0,012
0,068 0,069 -0,001
0,154 0,155 -0,001
0,079 0,074 0,005
0,115 0,124 -0,009
0,089 0,091 -0,002
0,087 0,076 0,011
0,099 0,082 0,017
0,070 0,072 -0,002
0,079 0,064 0,015
0,071 0,061 0,010
0,059 0,058 0,001
0,083 0,091 -0,008
0,147 0,140 0,007
0,147 0,136 0,011
0,099 0,105 -0,006
0,066 0,077 -0,011
0,075 0,083 -0,008
0,079 0,077 0,002
0,138 0,122 0,016
0,124 0,108 0,016
0,180 0,159 0,021
0,203 0,182 0,021
0,189 0,170 0,019
0,153 0,124 0,029
0,140 0,126 0,014
0,100 0,109 -0,009
0,093 0,092 0,001
0,092 0,095 -0,003
0,122 0,128 -0,006
0,171 0,159 0,012
0,242 0,224 0,018
0,072 0,073 -0,001
0,073 0,066 0,007
0,287 0,205 0,082
0,084 0,088 -0,004
0,107 0,085 0,022
0,231 0,109 0,122
0,220 0,222 -0,002

92 | E/9562/10-1 0,096 0,097 -0,001

93 | E/9562/10-2 0,109 0,111 -0,002
0: Negativo; 1: Positivo; old: antiguo valor de corte ELISA KERI; new: nuevo valor de corte ELISA KERI; R1: R1
OD; R2: R2 OD; AOD: diferencia entre R1 y R2 (R1-R2).
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[ejoNeooloNolololoololoololoololololoNoolloloololololololojooololoololololoNoololooNoNoloNoNoloNoNeoloNoNeNoNe)
[eNeoNeol ool leoloololoololoNoolofoloNoNolloloNoloNolololloloNoNoloNoNooloNoNoNoNooloNoNoNoloNoNoNoloNoNeoNoNoNe NoNe)
[eNeoNeoNocloNolololoNololoNoNoloNoNolocfoloNeoNolloloNoNoNololololoNoNoloNoNooNoNoNoNoNeooNoNoNoNoNoNoNoNeoloNoNeoNoloNe NoNo)
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Tabla suplementaria R1.S2. continuacion.

) FASTest ELISA KERI
Pathfinder™ L
ID Muestras Rotavirus Rota® Poblacion _de
Strip old new| R1 R2 AOD Referencia
94 | E/042/11-1 0 0 0 O | 0455 0,443 0,012 0
95 E/042/11-2 0 0 0 0 0,517 0,484 0,033 0
96 |E/670/11 0 0 0 0 | 0217 0,222 -0,005 0
97 |E/1112/11-1 0 0 0 0 |0171 0,173 -0,002 0
98 E/1112/11-2 0 0 0 0 0,174 0,170 0,004 0
99 |E/1112/11-4 0 0 0 0 | 029 0,290 0,000 0
100 |E/1112/11-5 0 0 1| 1 [0683 0,389 0,294 0
101 | E/1134/11-1 0 0 0 0 0,175 0,180 -0,005 0
102 | E/1134/11-2 0 0 0O O | 0454 0,440 0,014 0
103 | E/1139/11-2 0 0 0 0 | 0412 0,397 0,015 0
104 |E/1139/11-4 0 0 0 0 | 0513 0478 0,035 0
105 | E/1139/11-6 0 0 0] 1 |0382 0,237 0,145 0
106 |E/1139/11-7 0 0 0 0 |0,337 0,335 0,002 0
107 |E/1154/11-1 0 0 0 1 |0621 0,478 0,143 0
108 | E/1154/11-4 0 0 0] 1 0457 0,35 0,101 0
109 | E/1154/11-6 0 0 0 1 | 0630 0,479 0,151 0
110 | E/1219/11 0 0 0 0 | 0166 0,166 0,000 0
111 | E/1224/11-3 0 0 1 | 1 0,679 0,257 0,422 0
112 | E/1225/11 0 0 0 0 |0,188 0,185 0,003 0
113 | E/1263/11-1 0 0 0 0 |0327 0,281 0,046 0
114 |E/1263/11-3 0 0 0 0 | 0423 0,491 -0,068 0
115 | E/1263/11-4 0 1 0 0 0,551 0,500 0,051 0
116 |E/1263/11-5 0 1 0 0 | 0278 0,262 0,016 0
117 | E/1292/11-1 0 0 0O 0 | 0487 0475 0,012 0
118 | E/1299/11 0 0 0 0 | 0165 0,156 0,009 0
119 | E/1460/11-1 0 0 0 0 | 0213 0,201 0,012 0
120 | E/1536/11-2 0 0 0 0 |0,392 0,360 0,032 0
121 | E/1536/11-5 0 0 0 0 | 0191 0,400 -0,209 0
122 | E/1536/11-7 0 0 0O 0 ]0478 0,494 -0,016 0
0: Negativo; 1: Positivo; old: antiguo valor de corte ELISA KERI; new: nuevo valor de corte ELISA KERI; R1: R1
OD; R2: R2 OD; AOD: diferencia entre R1 y R2 (R1-R2).
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Capitulo 2

Caracterizacion molecular
de los Rotavirus equinos
circulantes en potrillos de

Argentina durante el
periodo 2009 - 2014.
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Caracterizacion molecular de los

Rotavirus equinos circulantes en

potrillos de Argentina durante el
periodo 2009 - 2014.

Introduccion

Historicamente, G3P[12] y G14P[12] son los genotipos de RVA equinos mas
frecuentemente hallados en estudios epidemioldgicos realizados en poblaciones
equinas alrededor del mundo (Matthijnssens et al, 2015; Papp et al, 2013a).
Ademads, el andlisis de genomas completos evidencia que los mismos poseen un
gran nivel de conservacion en su constelacion gendmica, con 8 de los 11 segmentos
conservados, el mismo genotipo, en todas las poblaciones estudiadas. S6lo los
genes de VP6, VP7 y NSP4 poseen dos variantes, genotipos, VP6: 12/16, VP7:
G3/G14 y NSP4: E2/E12 (Ghosh et al, 2013; Matthijnssens et al,, 2012).

En nuestro pais, el primer hallazgo comunicado de diarrea por Rotavirus en
potrillos fue realizado en el afio 1985 (Valle, 1990). Desde 1992, el Instituto de
Virologia del INTA Castelar ha estudiado los Rotavirus circulantes en equinos,
confirmando la elevada incidencia de la enfermedad, especialmente en haras de
cria de equinos sangre pura de carrera. Este grupo de trabajo desarrolld una
vacuna a virus inactivado, que incluye las cepas RVA/Horse-tc/GBR/H-
2/1976/G3P[12], RVA/Simian-tc/SA11-H96/G3P[2] y RVA/Cow-tc/USA/NCDV-
Lincoln/1967/G6P[1], formulada con adyuvante acuoso (gel de hidréxido de
aluminio); su aplicacion sistemdatica a las hembras prefiadas, desde 1996, ha
reducido drasticamente la incidencia de la diarrea por RVA equino en Argentina

(Barrandeguy et al, 1998; Garaicoechea et al, 2011).

En nuestro pais, la prevalencia de RVA equino ha sido descripta luego de un
periodo de vigilancia de 17 afios (1992-2008), encontrandose que un 39% de los
brotes de diarrea registrados en 35 haras de equinos deportivos se asociaron a

RVA. La caracterizacion de las cepas dio como resultado que el genotipo de VP7
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predominante fue G3 (51%) seguido por G14 (33%) y por un 11% de infecciones
mixtas. Ademas, todas las cepas analizadas poseian el genotipo P[12] para el gen
de VP4 y el genotipo E12 para NSP4. Aunque la poblacion de caballos deportivos
muestra una alta tasa de movimiento internacional, los RVA detectados en este
estudio fueron genéticamente homogéneos (Garaicoechea et al, 2011). Solo se
detectd una variante de RVA atipica en un potrillo con diarrea en el afio 2008.
Dicha cepa fue caracterizada como G3P[3] y el andlisis del genoma completo
mostré que el mismo tiene una estructura tipica de los RVA felinos o caninos,
sugiriendo que dicho evento fue el resultado de un caso puntual de transmision

interespecie (Mifio et al, 2013).

El objetivo de este capitulo del presente trabajo de tesis fue evaluar la tasa
de deteccion de los RVA equinos circulantes en la Argentina en el periodo 2009 —

2014.
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Materiales y Metodos

Muestras clinicas

Se analizaron muestras de materia fecal de potrillos con diarreas enviadas
al servicio de diagn0stico del Laboratorio de Virus Equinos (Instituto de Virologia,
CICV y A, INTA-Castelar), provenientes de brotes de diarrea en haras de equinos
deportivos ubicados en la provincia de Buenos Aires. Para el andlisis de los datos,
se considerd que las muestras recibidas de potrillos con diarrea provenientes de
un mismo establecimiento, dentro de la misma temporada de pariciOn,
correspondian a un Unico brote. Cuando sllo una muestra fue enviada, esta se

considera como un caso aislado o Unico de diarrea.

Identificacion de las muestras

Las muestras de materia fecal (MF) de equinos recibidas en el servicio se
ingresaron a una base de datos iniciada en 1992, cada muestra se denomina como
E/XXXX/AA, donde la E indica que se trata de una MF equina, las XXXX
corresponden a un nUmero correlativo asignado a todas las muestras que ingresan
y AA es el afio de ingreso de las mismas. Asi, la muestra E/4206/09 es la muestra

equina, nimero 4206 que ingreso en el afio 2009.

DiagnOstico de RVA

Todas las muestras fueron analizadas para detectar la presencia de RVA
mediante los ensayos de FASTest® Rota strip (MEGACOR, Diagnostk GmbH, A-6912
Horbranz, Austria) y ELISA KERI (KERI: Kit ELISA Rotavirus INTA) segln lo
descripto en el capitulo de resultados 1 (Mifio et al, 2015).

Genotipificacién de los RVA

Todas las muestras positivas fueron analizadas por RT-PCR para los genes
codificantes de las proteinas estructurales VP6, VP7 y VP8* y la proteina no
estructural NSP4. Los productos de PCR obtenidos fueron secuenciados para

determinar el I-, G-, P-, E- y H-genotipo de las cepas circulantes (Matthijnssens et
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al, 2012). Brevemente, el producto de PCR fue purificado con ExoStar (Ilustra, GE)
siguiendo las especificaciones del fabricante y enviado para su secuenciacion a la
“Unidad de GenOmica, Instituto de Biotecnologia, CICV y A, INTA-Castelar”. Para
establecer los genotipos de VP6, VP7, VP8* y NSP4 se siguieron las
recomendaciones del “Rotavirus Classification Working Group (RCWG)”
(Matthijnssens et al, 2008), utilizando la herramienta informatica RotaC v2

(http://rotac.regatools.be/) (Maes et al,, 2009).

Analisis Filogenético.

Con las secuencias de nucleétidos de VP7 y VP8* obtenidas en este
estudio y de cepas previamente publicadas por nuestro laboratorio, conjuntamente
con las de cepas de RVA equinos disponibles en el GenBank se construyeron
matrices que fueron alineadas utilizando el programa CLUSTALX 2 (Larkin et al,
2007), y subsecuentemente editadas con el programa Bioedit (Hall, 1999). El
andlisis filogenético fue realizando utilizando el método de Neighbor-Joining, con
un soporte de 1000 réplicas realizado en el programa MEGA6 (Tamura et al,

2011).
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Resultados

Epidemiologia de RVA equinos en Argentina

Durante el periodo estudiado (2009-2014) se recibieron, para su analisis;
436 muestras de materia fecal, correspondientes a 124 brotes de diarrea ocurridos
en 46 establecimientos de cria de caballos deportivos. La edad de los potrillos
afectados vari6 desde 1 dia (2 casos), hasta de 1 afio (1 caso). De acuerdo a la
anamnesis suministrada junto con las muestras, 5 potrillos murieron con signos
clinicos de diarrea aguda severa arrojando un indice de mortalidad del 1,15%
(5/436). E1 31% (135/436) de las muestras analizadas resultaron positivas a RVA
y un 34,7% (43/124) de los brotes ocurridos en el periodo 2009-2014 se asoci0 a
RVA equino. Al considerar los datos disponibles para el periodo completo (1992-
2014), se analizaron un total de 1.207 muestras de materia fecal, correspondientes
a 240 brotes de diarrea, de las cuales un 25% (300/1.207) fueron positivas a RVA
lo que indica que el 36,7% (88/240) de los brotes de diarrea en potrillos se asocia

a la infeccién con RVA equino (Tabla R2.1).

Por otro lado, en el presente trabajo de tesis, se observd una importante
fluctuacion en la tasa de deteccion de RVA en funcion del tiempo. Durante los afios
2009 y 2010, se registr6 una tasa de deteccién de RVA del 22% (13/60) y 12%
(11/92) respectivamente; mientras que, fue més alta, 38% (31/81), 38% (30/78),
42% (29/69)y 41% (24/59), entre los afios 2011 y 2014 (Figura R2.1).
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Tabla R2.1. Brotes y muestras analizadas

Afio Haras Brotes (RVA+) '\(/IF;JSXL%S
2009 13 20 (7) 60 (13)
2010 12 30(3) 92 (11)
2011 14 26 (8) 81 (31)
2012 11 18 (11) 78 (30)
2013 8 11 (6) 69 (29)
2014 13 19 (8) 56 (21)
2009-2014 71 124 (43) 436 (135)
1992-2008° 116 (45) 771 (165)
1992-2014° 240 (88) 1.207 (300)

(RVA +): Positivo a rotavirus grupo A equino
% Datos tomados de Garaicoechea et al. (2011)
®- Datos de todo el historial de muestras analizadas por nuestro

laboratorio (22 afos).

El andlisis de los brotes de diarrea en potrillos y la presencia de RVA

determiné que, durante el 2009 y 2010, un 21% (8/38 y 7/34 respectivamente) de

los mismos fueron positivos, mientras que durante los afios 2011 a 2014 entre un

48% y 65% (14/28, 16/27, 13/19 y 8/19) de los brotes fueron positivos a RVA

(Figura R2.1).
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FiguraR2.1  Histogramas de frecuencias correspondientes a la tasa de deteccion de RVA equino

en muestras (A) y brotes de diarrea (B) en potrillos de nuestro pais en funcion del tiempo (afios).
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Considerando toda la informacion [(1992-2008) + (2009-2014)], RVA
equino fue detectado en el 25% de las muestras analizadas (Figura R2.2A). Del
mismo modo, en el periodo completo 1992-2014, un 41% de los brotes analizados

fueron positivos a RVA (Figura R2.2A).

2009-2014 1992 -2014

RVA positivo . RVA negativo

FiguraR2.2  Deteccion de RVA en muestras de materia fecal (A) y en brotes de diarrea en potrillos
(B) durante el periodo estudiado (2009-2014) y en todo el periodo del cual se tienen registros (1992-
2014).

Genotipificacidén de los RVA equinos

Las 135 muestras de materia fecal positivas a RVA fueron analizadas por
RT-PCR seguida de secuenciacion con el fin de determinar su G- (VP7) y P-genotipo
(VP8). Se determino el G-genotipo en el 42% (57/135) (Tabla R2.2) y el P-genotipo
en el 33% (44/135) (Tabla R2.3) de las cepas de RVA equino detectadas. De las 57
muestras positivas secuenciadas para VP7 el 61% (35/57) fueron G3, el 39%
(22/57) G14 y el 9% (5/57) infecciones mixtas G3/G14. Por su parte, las 45
secuencias de VP4 (VP8*) obtenidas fueron todas genotipo P[12].
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Tabla R2.2. Resumen de las cepas de RVA equino genotipificadas.

Ao 2009 2010 2011 2012 2013 2014

RV A Positivos 13 11 31 30 29 21
Genotipados (*) 10 (77%) 7 (64%) 16 (52%) 13 (43%) 7 (24%) 4 (19%)

G3 9 3 15 1 7 1

G14 1 4 1 12 0 3

*: porcentage de muestras genotipificadas.

El andlisis de la frecuencia de deteccién de uno y otro genotipo, G3 y G14,

muestra una alternancia anual entre 2009 y 2014 (Figura R2.3).
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Figura R2. 3 Frecuencia de deteccion de los P genotipos G3 y G14 (expresada en porcentaje)

durante el periodo estudiado.

Ademés, se determiné el genotipo de VP6 en el 39% (53/135) de las
muestras positivas. De estas, el 68% (36/53) presentaron el genotipo [6 mientras
que el 32% (17/53) presentaron el genotipo 12. Todas las cepas con genotipo G3
portaron el genotipo [6, mientras que todas las cepas G14 portaron el genotipo 2.
Finalmente, se lograron amplificar los genes codificantes de la proteina viral NSP4
en 20 de las 57 muestras RVA positivas, todas clasificadas como genotipo E12

(material suplementario R2.51).
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Andlisis Filogenéticos

El andlisis filogenético de los genes de VP7 (G3 y G14) y VP8 (P[12]) de las
cepas Argentinas detectadas durante los afios 2009 y 2014, muestra que las

mismas agrupan en una misma rama junto a las cepas de Argentina previamente

estudiadas por Garaicoechea y colaboradores (2011) (Figura R2.4).

A.G3

O RVA/Horse-W/ARG/E4394/2013/G3P[12]
O RVA/Horse-W/ARG/E1263-2/2011/G3P[12]
O RVA/Horse-Wi/ARG/E3661-9/2013/G3P[12]
O RVA/Horse-wi/ARG/E3661-7/2013/G3P[12]
O RVA/Horse-wi/ARG/E3661-5/2013/G3P[12]
O RVA/Horse-wi/ARG/E3661-4/2013/G3P[12]
O RVA/Horse-wi/ARG/E1536-4/2011/G3P[12]
O RVA/Horse-wi/ARG/E1261-3/2011/G3P[12]
O RVAHorse-wi/ARG/E1154-3/2011/G3P[12]
O RVA/Horse-wi/ARG/E1139-1/2011/G3P[12]
O RVA/Horse-wi/ARG/E6094-3/2009/G3P[12]
O RVA/Horse-Wi/ARG/E1139-3/2011/G3P[12]
O RVA/Horse-Wi/ARG/E1224-2/2011/G3P[12]
O RVA/Horse-wi/ARG/E9402-2/2010/G3P[12]
O RVA/Horse-Wi/ARG/E1292-2/2011/G3P[12]
O RVA/Horse-W/ARG/E1112-3/2011/G3P[12]
O RVA/Horse-W/ARG/E1139-5/2011/G3P[12]
O RVA/Horse-W/ARG/E1261-1/2011/G3P[12]
O RVA/Horse-W/ARG/E1373-1/2011/G3P[12]
O RVA/Horse-W/ARG/E1536-6/2011/G3P[12]

RVA/Horse-W/ARG/E137/1995/G3P[12]

RVA/Horse-W/ARG/E152/1995/G3P[12]
hRVAIHurse-v\nIARGIESB/l99A/G3P[12]

FO RVA/Horse-wi/ARG/E4391-2/2013/G3P[12]

RVA/Horse-wi/ARG/E379/2004/G3P[12]
RVAHorse-wt/ARG/E384/2004/G3P[12]

O RVA/Horse-wt/ARG/E5975/2014/G3P[12]
O RVA/Horse-wt/ARG/E6000/2009/G3P[12]
O RVA/Horse-w/ARG/E1668/2012/G3P[12]
O RVA/Horse-w/ARG/E9562-3/2010/G3P[12]

RVA/Horse-wi/ARG/E405/2006/G3P[12]

O RVA/Horse-wt/ARG/E1460-2/2011/G3P[12]
RVA/Horse-w/ARG/E394/2006/G3P[12]

O RVA/Horse-wi/ARG/E4323/2009/G3P[12]
O RVA/Horse-wt/ARG/E5721/2009/G3P[12]
O RVA/Horse-wi/ARGIES749-2/2009/G3P[12]
O RVA/Horse-wl/ARG/E5749-4/2009/G3P[12]
O RVA/Horse-wl/ARG/E5749-6/2009/G3P[12]
O RVA/Horse-wl/ARG/E5755-1/2009/G3P[12]
O RVA/Horse-w/ARG/E5755-2/2009/G3P[12]

S

100

100

O RVAVH 1/2009/G3P[12]
L— @ RVA/Horse-wt/ARG/E30/1993/G3P[12]
RVA/Horse-wt/IRL/03V04954/2003/G3P(12]
RVA/Horse-tc/GBR/H-2/1976/G3P(12]
RVA/Horse-tc/JPN/HO-5/1982/G3P([12]

G14

O RVAHorse-WI/ARG/E5126-3/2014/G14P[12]
O RVAHorse-WIARG/E5126-2/2014/G14P[12]
O RVAHorse-WUARG/ES126-1/2014/G14P[12]
O RVAHorse-WUARG/E3147-2/2012/G14P[12]
O RVAHorse-WUARG/E3147-1/2012/G14P[12]
O RVAHorse-W/ARG/E2009/2012/G14P(12]

O RVAHorse-W/ARG/E0098/2011/G14P[12]
[R\/AIHUrse-wl/ARGlE51812007/G1AP[12]
RVA/Horse-wl/ARGIE432/2007/G14P(12]

O RVA/Horse-w/ARG/E3661-1/2013/G14P[12]
O RVA/Horse-W/ARG/E3153-2/2012/G14P[12]
O RVAHorse-WI/ARG/E3153-1/2012/G14P[12]
O RVAHorse-W/ARG/E3153-12/2012/G14P[12]
O RVAHorse-WI/ARG/E3153-13/2012/G14P[12]
O RVAHorse-WUARG/E3153-16/2012/G14P[12]
O RVA/Horse-wi/ARG/E3153-19/2012/G14P[12]
O RVAHorse-WI/ARG/E3153-17/2012/G14P[12]
RVA/Horse-wi/ARG/E3901/2008/G14P[12]

@ RVA/Horse-WUARG/E4040/2008/G14P([12]

L O RVA/Horse-wt/ARG/E2978/2012/G14P[12]

O RVAHorse-WUARG/E2040/2012/G14P(12]

O RVA/Horse-wi/ARG/E8689-3/2010/G14P[12]
O RVAHorse-WARG/E9314-3/2010/G14P[12]
O RVAHorse-W/ARG/E9314-5/2010/G14P[12]
O RVAHorse-WUARG/E8689-1/2010/G14P[12]

O RVA/Horse-wt/ARG/E4841/2009/G14P(12]

L RVA/Horse-wt/ARG/E352/2004/G14P(12]
LRVA/H:Jrse-w(/ARG/E505/2007/G1AP[12]

RVA/Horse-wi/ARG/E412/2006/G14P[12]
RVA/Horse-wt/ARG/E419/2007/G14P(12]
RVAHorse-wUARG/E398/2006/G14P[12]
RVA/Horse-wi/ARG/E427/2007/G14P[12]
RVA/Horse-wt/ARG/E401/2006/G14P([12]

@ RVAHorse-W/ARG/E403/2006/G14P[12]
RVA/Horse-wt/ARG/E706/2008/G14P([12]

RVA/Horse-wt/ARG/E509/2007/G14P([12]

RVA/Horse-wl/ARG/E504/2007/G14P(12]
RVA/Horse-wi/ARG/E415/2006/G14P[12]

L~ RvAH 1998/G14P[12]

RVA/Horse-wt/ARG/E295/2000/G14P[12]
97 = RVA/Horse-wt/ARG/E277/2000/G14P(12]

RVA/Horse-wt/JPN/JE113/1997/G14P(12]
RVA/Horse-wt/GER/4702G1/2003/G14P[12]

RVA/Horse-wt/IRL/04V2024/2004/G14P[12]
RVA/Horse-wt/ZAF/EGRV-SAL/2006/G14P[12]

100

G3

Arg/G3

Arg/G14

C.VP8

r O RVA/Horse-W/ARG/E1292-2/2011/P[12]
O RVA/Horse-w/ARG/E3661-9/2013/P[12]
O RVA/Horse-Wi/ARG/E3661-7/2013/P[12]
O RVA/Horse-Wi/ARG/E3661-4/2013/P[12]
O RVA/Horse-w/ARG/E1536-6/2011/P[12]
O RVA/Horse-w/ARG/E1536-4/2011/P[12]
O RVA/Horse-w/ARG/E1261-3/2011/P[12]
O RVA/Horse-WUARG/E1224-2/2011/P[12]
O RVA/Horse-w/ARG/E1154-3/2011/P[12]
O RVA/Horse-w/ARG/E1139-3/2011/P[12]
O RVA/Horse-w/ARG/E1139-1/2011/P[12]
O RVA/Horse-w/ARG/E1373-2/2011/P[12]
L— O RVA/Horse-WIARG/E1139-5/2011/P[12]
|- O RVA/Horse-w/ARG/E9402-2/2010/P[12]
O RVA/Horse-Wi/ARG/E4391/2013/P[12]
i O RVA/Horse-w/ARG/E4394/2013/P[12]
O RVA/Horse-w/ARG/E6094-3/2009/P[12]
H O RVA/Horse-w/ARG/E8689-1/2010/P[12]
310 RVA/Horse-w/ARG/E9314-5/2010/P[12]
- ® RVA/Horse-WUARG/E4040/2008/G14P[12]
O RVA/Horse-w/ARG/EA4841/2009/P[12]
O RVA/Horse-w/ARG/E2978/2012/P[12]
F O RVA/Horse-w/ARG/E1112-3/2011/P[12]
O RVA/Horse-w/ARG/E3153-1/2012/P[12]
O RVA/Horse-Ww/ARG/E3153-3/2012/P[12]
O RVA/Horse-Wi/ARG/E3153-12/2012/P[12]
O RVA/Horse-w/ARG/E3153-16/2012/P[12]
O RVA/Horse-W/ARG/E3153-17/2012/P[12]
O RVA/Horse-w/ARG/E3153-19/2012/P[12]
O RVA/Horse-W/ARG/E3661-1/2013/P[12]
O RVA/Horse-W/ARG/E3153-13/2012/P[12]
O RVA/Horse-W/ARG/E8689-3/2010/P[12]
O RVAH:

14/P[12]

O RVA/Horse-w/ARG/E2040/2012/P[12]
O RVA/Horse-W/ARG/E3147-1/2012/P[12]
O RVA/Horse-W/ARG/E3147-2/2012/P[12]
|- O RVA/Horse-wi/ARG/E2009/2012/P[12]
O RVA/Horse-W/ARG/E5126-3/2014/P[12]
L—— RVA/Horse-W/ARG/E295/2000/P(12]
L— O RVA/Horse-wiARG/E1460/2011/P(12]
RVA/Horse-w/ARG/E512/2007/P[12]

95| | RVA/Horse-W/ARG/E706/2008/P[12]
RVA/Horse-w/ARG/E516/2007/P[12]
RVA/Horse-w/ARG/E505/2007/P[12]
RVA/Horse-w/ARG/E504/2007/P[12]
RVA/Horse-w/ARG/E419/2007/P[12]
RVA/Horse-w/ARG/E500/2007/P[12]
RVA/Horse-wt/ARG/E428/2007/P[12]
RVA/Horse-wt/ARG/E510/2007/P[12]
RVA/Horse-w/ARG/E427/2007/P(12]
RVA/Horse-w/ARG/E425/2007/P(12]
RVA/Horse-w/ARG/E509/2007/P(12]
RVA/Horse-w/ARG/E518/2007/P(12]
RVA/Horse-wi/ARG/E403/2006/G14P[12]
_[LO RVA/Horse-w/ARG/E1668/2012/P[12]

98

31§ O RVAHorse wi/ARG/E6000/2009/P[12]
O RVAJHorse-wi/ARG/E9562-3/2010/P[12]

@ RVA/Horse-w/ARG/E30/1993/G3P[12]
RVA/Horse-w/ARG/E384/2004/P[12]
O RVA/Horse-Wi/ARG/E5721/2009/P[12]
O RVA/Horse-w/ARG/E5755-1/2009/P[12]
O RVA/Horse-wi/ARG/E4323/2009/P[12]
O RVA/Horse-WUARG/ES755-2/2009/P[12]
RVA/Horse-wt/IRL/04V2024/2004/G14P[12}/IN903521
RVA/Horse-WiZAF/EGRV-SA1/2006/G14P[12)Q345492
-xx/JPNICH3/1987/G14P[12] D25228
RVA/Horse-1c/USA/FI-23/1981/G14P[12)KMA54506
RVA/Horse-tc/JPN/HO-5/1982/G3P[12] AB046471
RVA/Horse-1c/USA/FI-14/1981/G3P[12)/KM454484

—_—
0,01
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Figura R2. 4 Arboles filogenéticos construidos con la secuencia nucleotidica del ORF de G3 (A),
G14 (B) y P[12] (C). Las cepas analizadas en este estudio estan identificadas con un circulo blanco,

mientras que las secuencias Argentinas de referencia con un circulo negro.
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Discusion

La tasa de deteccion de RVA, 31%, en equinos en el periodo estudiado, esté
en concordancia con el 21% previamente comunicado en nuestro pais
(Garaicoechea et al, 2011). Asimismo, la tasa de deteccion global fue del 25% y el
porcentaje de brotes RVA positivos 41% (periodo 1992 - 2014), estd en
concordancia con los datos comunicados en todo el mundo (Papp et al, 2013a). El
presente estudio confirma la estacionalidad observada en nuestro pais, donde los
brotes de diarrea asociados a RVA en potrillos nacidos en establecimientos de cria
de caballos se registran durante los meses de septiembre a diciembre de cada afio,
en concordancia con la elevada concentracion de animales susceptibles
(Garaicoechea et al, 2011). Esta misma estacionalidad de brotes de diarrea ha sido
descripta recientemente en Irlanda en la temporada de paricidbn de Europa

(Nemoto et al, 2017).

En nuestro pais, la vacuna para prevenir la diarrea por RVA en equinos se
encuentra disponible comercialmente desde 1996, contiene las cepas RVA/Horse-
tc/GBR/H-2/1976/G3AP[12], RVA/Simian-tc/SA11/1981/G3P[2] y RVA/Cow-
tc/USA/NCDV/1967/G6P6[1] (Barrandeguy et al,, 1998). Desde la implementacidn
de la vacunacién sistemaética en los establecimientos de cria de caballos de polo y
pura sangre de carrera de nuestro pais, los brotes de diarreas causados por RVA
equinos disminuyeron drasticamente. De hecho, durante el periodo 2001-2002 no
se detectdé RVA en las muestras de los brotes remitidas a nuestro servicio de
diagnoéstico. Llamativamente, desde el afio 2006 en adelante, los casos de diarrea
asociados a RVA se fueron incrementado (Garaicoechea et al, 2011), en este
trabajo ademas se observd un patrOn anual ciclico y alternado de la tasa de
deteccién de ambos genotipos (G3 y G14), similar al observado en RVA humanos

(Degiuseppe et al, 2014).

De acuerdo a estudios publicados en las Ultimas dos décadas, G3P[12] y
G14P[12] son los genotipos epidemioldgicamente importantes en los equinos
deportivos (Bailey et al, 2013; Papp et al, 2013). En nuestro estudio, G3P[12] fue

el genotipo més prevalente, 61%, mientras que para el genotipo G14P[12] la
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prevalencia fue significativamente menor, 39% (test de Exacto de Fisher; p=
0,0084), en concordancia con lo observado en el resto del mundo (Matthijnssens et
al, 2015; Nemoto et al, 2015; Papp et al, 2013b). El comportamiento ciclico
observado en los genotipos predominantes, podria deberse a los cambios en
inmunidad de la poblacidon afio tras afio, tal como se observa en humanos

(Matthijnssens et al, 2009).

El genotipo P[12] fue el Unico genotipo de VP8* detectado en este estudio, lo
cual es coincidente con lo reportado mundialmente (Matthijnssens et al, 2015;
Nemoto et al,, 2015; Papp et al, 2013b). Una explicacidén posible podria ser que el
RVA genotipo P[12] posee una configuracion particular de aminoécidos que
reconocen a un receptor presente sélo en las células del epitelio intestinal equino;
esta hipOtesis se ve sustentada por el hecho de que no se ha reportado el genotipo
P[12] en ninguna otra especie animal (Martella et al, 2010). Un modelo
estructural, obtenido in silico, de la proteina VP8* que podria explicar esta

observacioOn, sera motivo de un trabajo futuro.

El hecho de que solo el 42% de las muestras positivas a RVA pudieron ser
genotipificadas, también estd dentro de los valores obtenidos por otros grupos de
investigacion (Adlhoch et al, 2011; Matthijnssens et al,, 2015; Nemoto et al, 2015;
Papp et al,, 2013b); una posible explicacion de los casos en los que no es posible la
genotipificacion, seria que la elevada carga de antigeno viral, en comparacion con
la carga de ARN viral, haria que en muchas muestras pueda detectarse el RVA por
ELISA pero no por PCR, dado que el ARN es mas labil en comparacion con las
proteinas. Ademds, algunas muestras podrian contener inhibidores para la

reaccion de RT-PCR (Adlhoch et al, 2011).

El andlisis filogenético mostrd que para los tres genotipos, G3, G14 y P[12]
las cepas de RVA equino detectadas en este trabajo forman grupos con el resto de
las secuencias argentinas reportadas previamente (Garaicoechea et al, 2011; Mifio
et al, 2015). Dentro de VP7, ambos genotipos G3 y G14 forman un grupo
monofilético y homogéneo, formado solamente por cepas de Argentina, con
elevado valor de soporte (99-100%). Del mismo modo, dentro de VP4, un solo
genotipo se encuentra presente (P[12]) y el analisis muestra que todas las cepas

P[12] de Argentina se agruparon juntas también con un elevado valor de soporte
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(Figura R2.4). Nuestros datos sugieren la hipOtesis de que podrian existir
diferencias o similitudes regionales en la distribucion de los genotipos virales, las
cuales podrian observarse realizando andlisis filogenéticos més profundos, los

mismos se describen en el capitulo de resultados 3 de esta tesis.

En conclusion, nuestros resultados evidencian que se producen cambios
anuales en los genotipos prevalentes dentro la poblacion estudiada. Esto podria
deberse a la presiéon inmunoldgica provocada por la vacunacidn sistemética
implementada o bien podria ser un ciclo natural de la enfermedad. La morbilidad
de diarrea observada es aun muy alta, motivo de permanente preocupacién para
los productores, lo que justifica plenamente que se continlen los esfuerzos por
obtener inmundgenos que incluyan una cepa de RVA G14, limitados hasta el
momento por la dificultad (imposibilidad) de multiplicar esta cepa en cultivos
celulares. Asimismo, reafirma la necesidad de la continua vigilancia para contar
con informacién importante sobre la epidemiologia de la enfermedad y la

evolucion del virus.

75



Lic. Samuel Miro

Resultados: capitulo 2

Material suplementario tabla R2.S1.

Tabla R2.51. Secuencias obtenidas
Afio VP7 VP8 VP6 NSP4*
E/4323/2009/G3° E/4323/2009/P[12]° E/4323/2009/16° E/4323/2009/E12
E/4841/2009/G14° E/4841/2009/P[12]° E/4841/2009/12°
E/5721/2009/G3° E/5721/2009/P[12]° E/5721/2009/16°
E/5749-2/2009/G3° E/5749-2/2009/16°
E/5749-4/2009/G3° E/5749-4/2009/16°
2009 E/5749-6/2009/G3° E/5749-6/2009/16°
E/5755-1/2009/G3° E/5755-1/2009/P[12]° E/5755-1/2009/16°
E/5755-2/2009/G3° E/5755-2/2009/P[12]° E/5755-2/2009/16° E/5755-2/2009/E12
E/6000/2009/G3° E/6000/2009/P[12]° E/6000/2009/16° E/6000/2009/E12
E/6094-1/2009/G3
E/6094-3/2009/G3° E/6094-3/2009/P[12]° E/6094-3/2009/16° E/6094-3/2009/E12
E/8689-1/2010/G14° £/8689-1/2010/P[12]° E/8689-1/2010/12° E/8689-1/2010/E12
E/8689-3/2010/G14° E/8689-3/2010/12°
E/9314-3/2010/G14° E/9314-3/2010/12°
2010 E/9314-5/2010/G14° £/9314-5/2010/P[12]° E/9314-5/2010/12°
E/9402-1/2010/16°
E/9402-2/2010/G3° E/‘E)402—2/2010/P[12]'J E/9402-2/2010/16° E/9402-2/2010/E12
E/9562-3/2010/G3° E/9562-3/2010/P[12]° E/9562-3/2010/16° E/9562-3/2010/E12
E/0098/2011/G14° E/0098/2011/12°
E/0964/2011/G3 E/0964/2011/16°
E/1112-3/2011/G3° E/1112-3/2011/P[12]° E/1112-3/2011/16°
E/1139-1/2011/G3° E/1139—1/2011/P[12]'J E/1139-1/2011/16°
E/1139-3/2011/G3° E/1139-3/2011/P[12]° E/1139-3/2011/16° E/1139-3/2011/E12
E/1139-5/2011/G3° E/1139—5/2011/P[12]'J E/1139-5/2011/16°
E/1154-3/2011/G3° E/1154-3/2011/P[12]° E/1154-3/2011/16° E/1154-3/2011/E12
E/1224-2/2011/G3° £/1224-2/2011/P[12]° E/1224-2/2011/16° E/1224-2/2011/E12
2011 E/1261-1/2011/G3
E/1261-3/2011/G3° E/1261-3/2011/P[12]° E/1261-3/2011/16°
E/1263-2/2011/G3
E/1292-2/2011/G3° £/1292-2/2011/P[12]° E/1292-2/2011/16°
E/1373-2/2011/G3° E/1373-2/2011/P[12]° E/1373-2/2011/16° E/1373-2/2011/E12
E/1453/2011/G3 E/1453/2011/16°
E/1460-2/2011/G3° E/1460-2/2011/P[12]° E/1460-2/2011/16° E/1460-2/2011/E12
E/1536-4/2011/G3° E/1536—4/2011/P[12]'J E/1536-4/2011/16°
E/1536-6/2011/G3’ £/1536-6/2011/P[12]" E/1536-6/2011/16° E/1536-6/2011/E12
E/1668/2012/G3 E/1668/2012/P[12] E/1668/2012/16 E/1668/2012/E12
E/2009/2012/G14 E/2009/2012/P[12] E/2009/2012/12 E/2009/2012/E12
E/2040/2012/G14 E/2040/2012/P[12] E/2040/2012/12
E/2978/2012/G14 E/2978/2012/P[12] E/2978/2012/12 E/2978/2012/E12
E/3147-1/2012/G14 E/3147-1/2012/P[12] E/3147-1/2012/12
E/3147-2/2012/G14 E/3147-2/2012/P[12] E/3147-2/2012/12
2012+ E/3153-1/2012/G14 E/3153-1/2012/P[12] E/3153-1/2012/12
E/3153-3/2012/G14 E/3153-3/2012/P[12] E/3153-3/2012/12
E/3153-5/2012/12
E/3153-12/2012/G14 E/3153-12/2012/P[12] E/3153-12/2012/12
E/3153-13/2012/G14 E/3153-13/2012/P[12]
E/3153-16/2012/G14 E/3153-16/2012/P[12] E/3153-16/2012/12
E/3153-17/2012/G14 E/3153-17/2012/P[12] E/3153-17/2012/12
E/3153-19/2012/G14 E/3153-19/2012/P[12] E/3153-19/2012/12
E/3492/2013/
E/3661-1/2013/G14 E/3661-1/2013/P[12] E/3661-1/2013/12 E/3661-1/2013/E12
E/3661-4/2013/G3 E/3661-4/2013/P[12] E/3661-4/2013/16
E/3661-5/2013/G3 E/3661-5/2013/16
2013* E/3661-7/2013/G3 E/3661-7/2013/P[12] E/3661-7/2013/16 E/3661-7/2013/E12
E/3661-9/2013/G3 E/3661-9/2013/P[12] E/3661-9/2013/16
E/4391-2/2013/G3 E/4391-2/2013/P[12]
E/4394/2013/G3 E/4394/2013/P[12] E/4394/2013/16 E/4394/2013/E12
E/4424/2013/E12
E/5126-1/2014/G14
2014* E/5126-2/2014/G14 E/5126-2/2014/P[12]
E/5126-3/2014/G14 E/5126-3/2014/P[12]
E/5975/2014/G3 E/5975/2014/16
N= 57 44 52 20
En negrita se muestran las secuencias G14:12, para marcar la asociacion entre G3:16 y G14:12.
2 Nimeros de acceso VP7: KP116019-KP116049. ® Nimeros de acceso VP4: KR873107-KR873130
€ Nimeros de acceso VP6: KI628058 — KI628088. *Los nimeros de acceso de las cepas correspondientes a estos afios o
genes serdn publicadas en este trabajo.
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Capitulo 3

Analisis Evolutivo de los
genes (3, G14, 12, 16,
P|12] y E12 de Rotavirus

Equino.
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Analisis Evolutivo de los genes G3,
G14,12,16,P[12] y E12 de Rotavirus
Equino.

Introduccion

Los Rotavirus grupo A (RVA) equinos pertenecen a la familia Reoviridae
(género Rotavirus), son virus desnudos, con un genoma compuesto por 11 segmentos
que codifican para 7 proteinas estructurales y 5/6 proteinas no estructurales (Estes and
Greenberg, 2013).

Los mecanismos gue utilizan los RVA para generar diversidad genética son muy
variados, incluyendo, reasociacion de segmentos entre cepas del mismo o distinto
genotipo dentro de un huésped durante una co-infeccion (Martella et al., 2010;
Matthijnssens et al., 2010; Mcdonald et al., 2009), recombinacion inter o intra génica
(Cao et al., 2008; Donker et al., 2011; Marthaler et al., 2014; Woods, 2015), mutaciones
puntuales (Matthijnssens et al., 2010; Zeller et al., 2015b, 2012) y transmisién inter-
especie (DOro6 et al., 2015; Mcdonald et al., 2016).

La teoria de la coalescencia gener0 las bases para el estudio de las relaciones
ancestro-descendiente de individuos en una poblacidn, la cual puede ser inferida a partir
de la genealogia de un gen (arbol filogenético), y que esta influenciada por la historia
demografica de la poblacion (filodinamica poblacional). EI concepto de filodindmica
fue introducido por Grenfell y colaboradores en 2004 y combina la inferencia
filogenética con la interaccion entre evolucion (mutacién, seleccion, deriva) y ecologia
(dindmica poblacional y estocasticidad ambiental) (Grenfell et al., 2004). Este nuevo
concepto se utiliza para estudiar la evolucion de virus de evolucion rapida como el virus
de la Inmunodeficiencia adquirida humana, virus de la Hepatitis C o virus Influenza
(Grenfell et al., 2004; Norstrom et al., 2012; Volz et al., 2013).
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La acumulacion de mutaciones puntuales en cada ciclo de replicacion, debido a
la naturaleza “no correctora” que posee la enzima ARN polimerasa dependiente de
ARN (RdRp) viral, provoca la deriva génica (drift) viral. Conocer la tasa de mutacion
de los genes nos permite estimar el tiempo en el cual las cepas evolucionan dentro de la
poblacién, esto ha sido estudiado para los genes de RVA humanos G9, G12 y P[8]
OP354-like (Matthijnssens et al., 2010; Zeller et al., 2015b). Sin embargo, no se cuenta
con datos de tasa de mutacién para ningun gen de las cepas equinas. Ademas, la
diversidad poblacional deja huellas en las secuencias nucleotidicas que pueden ser
estudiadas mediante analisis de filodinamica poblacional (Grenfell et al., 2004; Volz et
al., 2013). Por otra parte, los analisis filogenéticos con métodos bayesianos, ademas de
permitirnos realizar los estudios de filodindmica poblacional, consideran la probabilidad
de cada grupo formado, por tanto grupos con una probabilidad alta en el arbol tienen
asimismo una elevada probabilidad de tener relaciones reales en la naturaleza, lo que
constituye un anélisis robusto para el estudio de posibles grupos o linajes de cepas
virales (Norstrom et al., 2012; Volz et al., 2013).

El objetivo de este capitulo fue, estudiar las relaciones ancestro-descendientes de
los genes caracteristicos de RVA equinos (VP6, VP7, VP4 y NSP4), realizar un analisis
filodinamico para estudiar la variabilidad poblacional y estudiar las relaciones entre las

cepas de RVA equinas reportadas en todo el mundo.
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Materiales y Métodos

Construccion de las matrices de Datos

En todos los casos se considerd solamente el ORF y todas las secuencias
utilizadas estan disponibles en la base de datos GenBank, excepto las secuencias de
Argentina generadas en el presente estudio. Para la construccion de las matrices se
utilizaron todas las secuencias de RVA equino disponibles hasta el 1 de diciembre de

2016 (https://www.nchi.nlm.nih.gov/genome/viruses/variation/rotavirus/).

Las matrices de G3 y G14 de RVA equino fueron construidas con 78 y 84
secuencias respectivamente. Mientras que las matrices de 12 e 16 se construyeron con 40
secuencias en ambos casos. Del mismo modo, las matrices de VP4 (dominio VP8*) y
NSP4 se construyeron con 113 y 93 secuencias respectivamente. En el caso de la matriz
de G3, se utilizaron 3 cepas G14, y para la matriz de G14 se utilizaron 4 cepas G3 como
grupos externos respectivamente. En el mismo sentido, se utilizaron 10 cepas 16 y 6
cepas 12 como grupos externos para las matrices de 12 e 16 respectivamente. En el caso
de VP8* se utilizaron cepas de otro P-tipo vy, en el caso de NSP4 se utilizaron algunas

cepas E2 como grupo externo.

El alineamiento multiple inicial se realizé con el programa ClustalX2 (Larkin et
al., 2007) utilizando los parametros pre-establecidos, la correccion del mismo y la
construccion del alineamiento final se realizé posteriormente con el programa Bioedit
(Hall, 1999).

Modelo de sustitucion nucleotidica

El modelo de sustitucion fue inferido utilizando el programa JModel Test
(Darriba et al., 2012) utilizando el criterio de seleccion de Akaike. Los modelos
seleccionados fueron: TN93+1+G para todos los genes analizados.

Probabilidades iniciales (priors)

Para determinar el punto de partida adecuado para el analisis se realizd una
corrida exploratoria con una distribucién constante de los parametros iniciales (priors).

Luego, en base a la corrida exploratoria se determind la distribucion inicial de los
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parametros, comenzando el andlisis con la distribucion mas adecuada para cada

pardmetro.

Convergencia

El andlisis inicial se realiz6 con 50 millones de generaciones tomando una
muestra cada 5.000 generaciones (corrida exploratoria). En base a este analisis se
ajustaron la cantidad de generaciones necesarias y el espaciado de la toma de muestras,
considerando siempre un total de 1.000 muestras para efectuar los analisis. Las corridas
se realizaron en el servidor online “Cipres Science Gateway” (Miller et al., 2010). La
convergencia de las corridas fue analizada utilizando el programa Tracer v1.6

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

Tasa de Mutaciéon

El analisis de Cadenas de Markov — Monte Carlo (MCMC) implementado en el
paquete BEAST v1.8.3 (Drummond et al., 2012)
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/beast/) nos permite calcular la tasa de mutacion (p)

expresada en mutaciones por sitio por afio. Para, esto en BEAULti, configuramos el
analisis con el modelo evolutivo, estimando la frecuencia de bases, estimando también

los sitios invariables (1) y la distribucién gamma (G) con 4 categorias.

Tiempo del Ancestro Comun Mas Reciente (TMRCA)

La reconstruccion filogenética de coalescencia fue realizada utilizando el
analisis de MCMC utilizando el programa BEAUti como consola para armar el archivo
ejecutable (programa que forma parte del paquete BEAST). Para calcular el tiempo del
ancestro comuin mas reciente (TMRCA) se tomaron las edades de las cepas
publicadas, considerando un reloj molecular relajado no correlacionado (uncorrelated
relaxed clock), con wuna distribucion LogNormal vy utilizando cuantiles de

parametrizacion continuos.

Analisis Filogenéticos

El arbol que maximiza la probabilidad de cada clado (Maximun Clade
Credibility Tree [MCCT]) basado en el TMRCA fue calculado descartando el 10% de

los estados iniciales (burn-in=10%) fue realizado con el programa TreeAnnotator
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(programa que forma parte del paquete BEAST). En cada nodo del arbol se expresa la
probabilidad de que dicho nodo se corresponda con la naturaleza. Todos los arboles
fueron  visualizados 'y editados con el programa FigTree v1.4.3
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). La probabilidad posterior (pp) (probabilidad

de que el grupo observado sea real, varia entre 0 — 1, siendo 1= 100%) se muestra en
cada caso. Valores de pp > 0,85 se consideran optimos para definir linajes con métodos

bayesianos.

Filodinamica

El calculo de la diversidad poblacional en las secuencias estudiadas fue realizado
asumiendo un modelo de Bayesian Skyline, con el método de escalado piecewise
constant (Skyline model= piecewise-constant), utilizando un &rbol de distancias
calculado por agrupacion de las secuencias que presentan la menor distancia genética
entre si (UPGMA), como arbol inicial. El grafico de los cambios en la diversidad

genética relativa a través del tiempo fue construido utilizando el programa Tracer v1.6

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

Convergencia de las corridas

La convergencia de los anélisis bayesianos se logré luego de 100 a 150 millones
de generaciones y excepcionalmente, la corrida del gen de VP8 demandd 650 millones y

la combinacion de 3 corridas (Tabla R3.1).

TMRCA de los genes estudiados

El tiempo estimado en que las cepas fueron introducidas a nuestro pais, fue
calculado para las cepas de Argentina en todos los genes estudiados. Los resultados
obtenidos para los genes G3, G14, 12 e 16 fueron 50,5; 29,7; 130,5 y 36,8 afios
respectivamente. Dado que este parametro esta altamente influenciado por el intervalo
de tiempo muestreado, nuestros resultados indican que la informacién disponible no es
suficiente para estimar correctamente el TMRCA de estos genes. En el caso de P[12]
(210,5 afios), el TMRCA no posee un elevado valor de tamafio efectivo de la muestra
(ESS= 45), debido a que en el analisis de coalescencia el grupo de cepas Argentinas no

forman un grupo monofilético.

Por otra parte, el gen E12 mostr6 un valor de TMRCA de 374,9 afos,
ubicandose en el afio 1.638 (Intervalo de Confianza [IC95%]: 1.434 — 1.815), lo cual se
corresponde con la introduccidon de los caballos a Sudamérica (Tabla R3.1-2).
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Tabla R3.1. Valores en la convergencia de las corridas realizadas en BEAST.

Gen Analizado G3 G14 12 6 P[12] E12

N° de Generaciones 150000000 100000000 100000000 150000000 675075000 150000000

Parametro/Sampling Mean ESS® Mean ESS® Mean ESS® Mean ESS® Mean ESS® Mean ESS®
Posterior* -6283,17 821 -7257,22 462 -9878,71 630 -7139,34 208 -7757,77 22647 -5737,57 551
Priors -2751,99 704 -2732,29 395 -2606,79 648 -2539,55 232 -2908,62 5407 -2856,77 517
Likelihood* -3531,17 901 -4524,94 836 -7271,91 786 -4599,79 311 -4849,15 25452 -2880,80 811
TreeModel.RootHeigt 1165,03 786 348,12 264 1357,88 667 1524,40 256 480,18 156 374,92 665
TMRCA* 50,5 856 29,7 666 130,52 691 36,85 315 210,50 42 374,92 665
Kappal 11,05 901 7,539 901 13,43 811 13,77 1351 2112 2485 25,71 868
Kappa2 - - - - 14,65 901 - - 2092 2815 31,13 747
Frecuenciesl 0,336 901 0,340 901 0,376 807 0,362 1351 0,286 1296 0,398 896
Frecuencies2 0,165 901 0,158 901 0,161 840 0,167 1351 0,233 1370 0,152 613
Frecuencies3 0,158 901 0,167 901 0,133 827 0,154 1246 0,254 1201 0,188 785
Frecuencies4 0,341 886 0,335 901 0,330 838 0,317 1351 0,228 1408 0,263 867
Alpha 8,203 901 2,445 789 1,000 767 69,75 1351 500,00 4766 467,24 901
plnv 0,564 901 0,397 700 0,514 757 0,617 1303 0, 204 4246 0,559 901
Ucld.Mean* 1,7x10™ 734 6,13x10™ 369 4,19x10™ 601 3,92x10™ 233 6,67x10" 26920 5,12x10" 576
Ucld.stdev 0,379 765 0,905 523 0,431 613 0,754 207 1,50 860 0,326 901
MeanRate* 1,6x10™ 679 5,15x10™ 278 4,14x10™ 583 4,33x10™ 295 565x10* 24807  5,07x10™ 560
CoefficientOfVariation* 0,401 766 1,15 499 0,496 539 0,888 231 2,105 175 0,338 901
Covariance 8,57x10™ 808 9,79x107 332 3,75x107 729 5,72x10° 1008 -3,15x10° 1545 -2,26x10° 802
TreeLikelihood -3531,17 901 -4524,94 836 -7271,91 786 -4599,79 311 -4849,15 25452 -2880,80 811
Skyline* -391,57 751 -381,18 390 -241,86 658 -181,39 216 -550,23 1552 -493,21 500

* Parametros utilizados para realizar los graficos y analisis de los arboles obtenidos.

®: Valores superiores a 200 en el “effective simple size” (ESS) indican que la corrida llego a la convergencia.

Los “Posteriors” y el “Likelihood” son medidas para evaluar la calidad de los datos y arboles obtenidos. EI “TMRCA” es el tiempo del ultimo ancestro comun. Este dato se
obtiene luego de definir previamente el/los grupo/s a ser analizados. El “MeanRate” es la tasa de sustitucion/sitio/afio observada en cada gen analizado. El
“CoefficientOfVariation” es la variacidon observada dentro de la matriz analizada y; el “Skyline” es el valor de soporte de los graficos poblacionales obtenidos (Filodinamica).
Priors: variables iniciales del analisis. TreeModel.RootHeigt: TMRCA calculado en el arbol. Kappal y Kappa2: Frecuencies1-4: Frecuencias de bases (A, C, T, G). Alpha:
Pendiente de la curva gamma. pInv: Proporcién de sitios invariables. Ucld.Mean: Tasa de mutacién. Ucld.stdev: Desvio estandar de la tasa de mutacién. Covariance: indice
de co-variacién. Treelikelihood: valor de verosimilitud del mejor arbol encontrado.
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Tabla R3.2: TMRCA de los grupos de secuencias Argentinas

Grupo TMRCA (afios) 1C95%
G3 ARG 50,55 30,28 -76,3
G14 ARG 30,7 17,12 - 48,14
12 ARG 1305,2 562,04 —2239,9
16 ARG 36,8 21-92,3
P[12] - -
NSP4 374,9 198,6 — 580,7

TMRCA: Tiempo del ancestro comin mas reciente
IC95%: Intervalo de confianza del 95%.

Tasa de mutacion de VP6, VP7, VP8* y NSP4

La tasa de mutacion (u), sustituciones por sitio por afio, fue calculada para cada
uno de los genes estudiados, y cada una posee su intervalo de confianza del 95%
(HDP95%). G3 y G14 muestran el mismo orden de magnitud (10™) pero distinta p. Asf,
G3 con una p= 1,69 x10™ muestra una menor velocidad de cambio respecto de G14 que
posee una p= 4,94 x10™. Los demas genes estudiados, 12, 16, P[12] y NSP4 también
muestran una p del mismo orden de magnitud, que varfa entre 3,56 y 5,65 x10™ (Tabla
R3.3).

Tabla R3.3. Tasas de mutacion de los genes estudiados.

Gen Genotipo vl HPD 95% cv HPD 95%
7 G3-equina 1,69 x10™ 7,766 — 2,577 x10™ 0,401 1,566 x10° - 0,7814
Gl4 4,94 x10™ 2,444 — 8,042 x10™ 1,150 0,702 - 1,655
VP8 P[12] 5,65.10™ 2,295 - 8,630 x10™ 2,105 1,307 — 3,226
PE 16 3,56 x10™ 5,096 — 1,010 x10™ 0,888 7,680 x10° — 1,704
12-equina 3,93 x10™ 1,629 — 6,509 x10™ 0,414 8,905 x10° — 1,027
NSP4 E12 4,93 x10™ 3,264 - 7,736 x10™ 0,338 1,064 x10° - 0,669

M: Tasa de mutacion expresada en sustituciones por sitio por afio.
CV: Coeficiente de Variacion
HDP95%: Intervalo de probabilidades posteriores que incluyen el 95% de los resultados.

Linajes de RVA equinos

El MCCT de G3 muestra que las cepas de Argentina agrupan en una Unica rama
formando un grupo monofilético (pp= 1). Del mismo modo, las cepas de Asia forman
un dnico grupo (pp= 1), también monofilético; mientras que las cepas Europeas

muestran un origen polifilético con 3 grupos soportados por valores de pp entre 0,91 —
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1. Estos grupos se denominan linajes: linaje | (cepas Sudamericanas); linaje lla, llb y llc

(cepas Europeas) y linaje 111 (cepas Asiaticas) (Figura R3.1A).

El MCCT de G14, al igual que el arbol de G3, muestra a las cepas de Argentina
en un grupo monofilético con una pp= 1 (linaje I, cepas de Sudamérica). Las cepas de
Europa nuevamente muestran un origen polifilético formado por dos grupos con una
pp= 1, linaje lla, y pp= 0,94, linaje llb. Las cepas de Asia también muestran un origen
polifilético, donde las cepas modernas (afios 2003-2010) forman un grupo, definido
como linaje Illa, relacionado al linaje 1lb de Europa, mientras que las cepas de los afios

1981-1997 forman el linaje 1l1b, separado de los linajes europeos (Figura R3.1B).

El anélisis de 16 muestra el mismo patrén observado en el arbol de G3, con las
cepas de Argentina agrupando en un grupo monofilético (pp= 0,97), formando el linaje
Sudamericano. Las cepas de Europa se agrupan en ramas separadas lo que sugiere un
origen polifilético. En este caso no se puede definir un linaje dado que existen pocas
secuencias disponibles. El andlisis de las cepas de Asia muestra que estas forman un
grupo monofilético, aunque las secuencias disponibles son pocas para definir un linaje
(Figura R3.1C).

Finalmente, el analisis de 12 muestra la formacion de los 3 linajes observados en
G3 y G14, las secuencias de Argentina forman un grupo monofilético que conforma el
linaje Sudamericano (pp= 1), las cepas de Europa también forman un grupo
monofilético, constituyendo el linaje Europeo (pp= 1) y las secuencias de Asia forman

el linaje Asiatico, agrupando todas en un grupo monofilético (pp= 1) (Figura R3.1D).

La formacion de linajes con asociacién geografica puede observarse en todos los
genes estudiados en las cepas de Sudamérica (azul), Europa (verde) y Asia (rojo).
Teniendo todos los grupos formados elevados valores de pp (0,91 — 1) (Figura R3.1). El
Coeficiente de Variacion (CV) nos indica la variacion entre las ramas de un arbol. Asi
un CV de 0,401 nos indica una variacion del 40,1% entre ramas. EI CV observado en
los genes: G3=0,401 (40,1%); G14=1,15 (115%); 12=0,496 (49,6%) e 16=0,888
(88,8%), nos indica que existe mucha variacion entre las cepas de un linaje y otro. Estos
datos apoyan la hipdtesis de existencia de linajes con asociacion geografica (Tabla
R3.2).
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FiguraR3.1  Se muestran los MCCT de los segmentos de VP7 (G3y G14) y VP6 (16 e 12) obtenidos

en el andlisis. Se observa la formacion de los linajes Sudamericanos (azul), Europeo (verde) y Asidtico
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(rojo) en todos los genotipos. En los nodos se muestran los valores de probabilidad posterior

correspondiente.

El andlisis del gen P[12] muestra la formacion 3 grupos con valores de soporte
alto (pp= 1) para las cepas de Argentina, pero que no comparten un TMRCA (Figura
R3.2). Los grupos observados, poseen un valor elevado del CV (210,5%) (Tabla R3.2).
El arbol de MCCT muestra que las cepas de Argentina, al igual que las cepas de Europa

y de Asia, no forman grupos monofiléticos, por tanto no pueden definirse los linajes.
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FiguraR3.2  MCCT construido a partir del gen de VP8 genotipo P[12]. En azul se muestran las
cepas de Argentina, en verde las cepas de Europa y en rojo las cepas de Asia. Los valores en los nodos

corresponden a valores de probabilidad posterior (pp).
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Evidencias de un pasado probable

El andlisis filogenético del gen NSP4 muestra que el genotipo E12 (solamente
detectado en Sudamérica) forma un grupo monofilético e independiente (Figura R3.3A).
El analisis del MCCT para E12 muestra que todas las cepas tienen el mismo ancestro
comun, datado en el afio 1.638 (Tabla R3.2) y, que la cepa méas primitiva es aquella
detectada en un guanaco silvestre (Guanaco-wt/ARG/RioNegro/1998/G8P[1]). Ademas
se observa la formacion de 3 grupos (todos con una pp= 1). Uno de estos grupos esta
formado exclusivamente por las cepas equinas (Eq), otro por cepas bovinas (Bo-1), y un
tercer grupo (Bo-2) que contiene a cepas bovinas (mayoritariamente), cepas humanas
detectadas en Paraguay Yy Brasil, cepas de cabra detectadas en Argentina y una cepa de
guanaco en semi-cautiverio detectadas en Argentina (ARG/Chubut/G8P[14]) (Figura
R3.3B). EI CV para E12 es del 33,8% (0,338), indicando una variacion moderada entre
las ramas (Eq, Bo-1 y Bo-2) (Tabla R3.3).
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FiguraR3.3  (A): Arbol filogenético de distancias construido con cepas de todos los genotipos de
NSP4 reportados. El drbol fue construido utilizando el programa MEGA6 (Tamura et al, 2013) con el
modelo evolutivo TN93. (B): MCCT de las cepas E12, en azul oscuro (Eq) se observan las cepas equinas,
en azul claro las cepas bovinas (Bo-1) y en celeste las cepas bovinas,caprinas, humanas y de guanaco
en semi-cautiverio (Bo-2). En los nodos se grafica la edad del ancestro y la pp de cada nodo entre
paréntesis. La barra inferior representa la edad expresada en afios, marcada con una cruz verde se

observa la fecha de la 1° fundacion de Buenos Aires en 1536.
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Filodinamica de las poblaciones de RVA equinos de

Argentina

El analisis filodindmico de las matrices analizadas muestra que las poblaciones
de G3, G14, 16, 12, P[12] y NSP4 presentan una estructura poblacional dada por la
asociacion geogréafica entre las cepas (linajes geograficos). Ademas, la topologia de los
arboles nos muestra que la poblacion posee un comportamiento demografico constante a
través del tiempo. Asimismo, la filogenia balanceada (topologia no escalonada)
observada en todos los genes estudiados, ocurre cuando los virus no estan sujetos a

fuerte presion inmune u otro factor de seleccion direccional (Figura R3.4).

— e
4 & 4

FiguraR3.4  MCCT de los genes estudiados donde se indica la estructura geogrdfica. En azul se
observan las cepas sudamericanas, en verde las cepas europeas y en rojo las cepas asidticas. Los
niimeros romanos indican los linajes propuestos de acuerdo a su origen geogrdfico. Para el gen de
NSP4 (E12) se muestra la estructura dada por especies (Eq= equinos, Bo= bovinos). A su vez, las
poblaciones bovinas muestran 2 sub-poblaciones para este gen (Bo-1: exclusivamente cepas bovinas, y

Bo-2: cepas bovinas, caprinas, humanas y de guanacos en semi-cautiverio).

Por otro lado, la diversidad genética, medida en tamafio efectivo de la poblacion
a través del tiempo, fue estimada con el método de Bayesian Skyline descripto en

materiales y métodos. Esto se expresa en un grafico que indica cual es el
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comportamiento de la poblacion estudiada. En las cepas estudiadas, todos los genes G3,

G14, 12, 16, P[12] y NSP4, mostraron una diversidad constante a traves del tiempo
(Figura R3.5).

Tamafio efectivo dela poblacién

Tamafio efectivo dela poblacion

G3

1E4

1.E3

Time

Time

1.E1

1500 1600 1700 1800 1900 2000
Time
E12

1.E4 1E4
<
S
o
= 1E3 1E3
o
Q
o
Q
'g 1E2 1E2
2z
©
£
2 e 1E1
i
©
£
K]

T e 1600 1700 1800 1900 w0 1500 1600 1700 1800 1900 2000

Time Time
Tiempo en afios Tiempo en afos
FiguraR3.5  Grdficos de Skyline donde se observa que la poblacion tiene un comportamiento

constante a lo largo del tiempo. La linea negra indica la media estimada y la sombra azul representa

el intervalo de confianza del 95%. Los grdficos fueron calculados utilizando los valores que se

muestran en la Tabla R3.1.
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Discusion

El analisis bayesiano basado en un algoritmo de simulacion estocastico como el
de las Cadenas de Markov—Monte Carlo (MCMC), permite obtener aproximaciones
basadas en muestras tomadas de nuestra matriz de datos (alineamiento), donde varios
pardmetros pueden ser calculados a partir de las probabilidades posteriores obtenidas
(Tabla R3.1). Ademas, el hecho de conocer la fecha de las muestras, nos permite estimar
el TMRCA (Tabla R3.2), la tasa de mutacion (Tabla R3.3), y la filodinamica de las
cepas de RVA en estudio (Figura R3.5). Adicionalmente, las topologias de los MCMC
generados nos permiten conocer si la poblacion fue o no sometida a presiones
inmunoldgicas (Figura R3.4) (Norstrom et al., 2012; Volz et al., 2013).

El TMRCA es uno de los resultados esperados cuando se realizan los analisis de
filogenia bayesiana (Drummond et al., 2012). Sin embargo, para las matrices de VP6 y
VP7 el TMRCA obtenido en nuestro trabajo (Tabla R3.2), no parece tener un sentido
bioldgico, lo cual podria ser debido a la falta de informacion sobre cepas més antiguas.
Por otro lado, los genotipos P[12] de las cepas de Argentina no muestran un TMRCA en
comdun, lo cual podria ser debido a que el dominio analizado corresponde al dominio

VVP8* del gen el cual es altamente variable (Figura R3.2).

La tasa de evolucion ha sido calculada para otros genotipos de RVA humanos,
G9, G12, P[8] OP354-like, NSP2 (N1) y todo el genoma de cepas G1P[8] de Australia 'y
Bélgica y, nuestros resultados (Tabla R3.2) se encuentran dentro del rango esperado
para RVA (Donker and Kirkwood, 2012; Matthijnssens et al., 2010; Zeller et al., 2015a,
2015b). Los valores elevados obtenidos para la tasa de mutacion se encuentran dentro
de los rangos esperados para las proteinas de la capside externa (VP7 y VP4), dado que
son las proteinas sometidas a presion inmunoldgica y por ende las mas variables
(Matthijnssens et al., 2010). Sin embargo, VP6 y NSP4 (E12) también mostraron la
misma tasa de evolucion, lo que nos indica que estas proteinas podrian estar sometidas a
presiones inmunoldgicas similares a la proteinas externas (Zeller et al., 2015a). Esto
debido a la presencia de particulas DLP en materia fecal (para el caso de VP6) y a que

la proteina NSP4 es una proteina secretada al lumen intestinal.
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La construccion del MCCT para cada gen, genera un arbol donde cada grupo
representado tiene una determinada probabilidad de existir en la naturaleza (Norstrom et
al., 2012). En nuestros resultados, se puede observar que las secuencias de Argentina
agrupan juntas con una probabilidad alta (pp= 1) en todos los genes (G3, G14, 12 e 16)
excepto en el gen P[12]. Basados en estos resultados, es posible definir linajes en las
cepas de RVA equino, dado que las mismas muestran una perfecta correlacion
geogréfica (Figura R3.1). Asi, las cepas de Argentina conforman el linaje |
Sudamericano, las cepas Europeas el linaje 11 y las cepas Asiaticas el linaje Il (Figura
R3.1). Desde el punto de vista evolutivo, la formacion de linajes evidencia que la
acumulacion de mutaciones puntuales otorga identidad a las poblaciones de cepas de
RVA circulantes en equinos en diferentes regiones geograficas (Dennis et al., 2014).

Los resultados obtenidos del andlisis del gen E12 (proteina NSP4) podrian
explicar porque este genotipo ha sido encontrado solo en RVA circulante en
Sudamérica. En primer lugar, el MCCT muestra que los grupos de cepas de RVA
equinas (Eq) y bovinas (Bo-1 y Bo-2) se relacionan ancestralmente con la cepa de RVA
de guanacos silvestres Guanaco-wt/ARG/RioNegro/1998 (Figura R3.3). En segundo
lugar, el momento estimado para el TMRCA fue el afio 1.636 (Tabla R3.2; Figura
R3.3). Este valor se relaciona directamente con la llegada de los espafioles a Sudamérica
(Bernand, 2005; Cabrera, 1945). Por lo tanto, nuestros resultados permiten formular la
hipétesis de que los caballos y vacas traidos durante la 1° fundacion del Puerto de
Nuestra Sefiora Santa Maria del Buen Ayre (actualmente ciudad de Buenos Aires), en
1536 por el primer adelantado Don Pedro de Mendoza, y que fueron liberados en la
pampa humeda en el momento del abandono de la ciudad en 1.541 (Bernand, 2005), se
reprodujeron libremente, infectindose con cepas de RVA circulantes en especies
autoctonas. No hay una certeza sobre la cantidad de caballos dejados en Buenos Aires
(entre 7 y 40 animales), pero se conoce que en la segunda campafia de fundacién de
Buenos Aires, en el afio 1.580, realizada por Juan de Garay, se encontraron con un gran
numero de caballos y vacas salvajes, recursos que utilizaron para pagar a los
mercenarios de la expedicion (Bernand, 2005; Cabrera, 1945). Ademas de los animales
introducidos durante la fundacion Buenos Aires, también ingresaron equinos a través
del envié de misiones por Chile y por la ruta del altiplano (Cabrera, 1945). Asi, los
caballos abandonados por Pedro de Mendoza, los arrebatados por los pueblos

originarios en los malones contra la Capitania de Chile asi como también a los
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espanoles en la ruta del altiplano, rapidamente se reprodujeron y poblaron lo que hoy es
la Argentina. Estos caballos, en contacto con los animales autdctonos (principalmente
los guanacos que poblaban toda la llanura patagonica y pampeana) (de Lamo, 2011),
posiblemente se infectaron con un RVA autdctono y generaron un mosaico donde el gen
E12 se fijo en la constelacion genética de los RVA introducidos a Sudamérica (Figura
R3.6). Este gen no solo se ha fijado en las cepas de RVA equinas, sino también en las
cepas de RVA bovinas (Badaracco et al., 2014), caprinas, ovinas (Louge el al., 2014) y
hasta ha sido detectado en algunas cepas humanas descriptas en Paraguay (Martinez et

al., 2014), datos que soportan nuestra hipotesis.

|IIII||III|
+

Figura R3.6  Hipdtesis propuesta sobre la generacion del genotipo E12. El grdfico muestra las

rutas de conquista realizadas por los esparfioles desde su llegada al continente en 1492, mostrando las
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fundaciones de Buenos Aires (1536 y 1580), la fundacion de la Capitania de Chila (1541) y la
fundacion de Lima (1540). El circulo rojo indica la zona donde probablemente se produjeron las
infecciones mixtas entre cepas de RVA autéctonos y los RVA presentes en los animales introducidos. El
recuadro muestra el mecanismo por medio del cual se podria haber generado la infeccion mixta entre
cepas autdctonas (genoma azul) y cepas presentes en los caballos (genoma naranja), y el resultado

obtenido de dicha infeccion, fijacién del segmento de NSP4 genotipo E12.

Por otro lado, analizamos la estructura de las poblaciones de los genes
estudiados en un contexto de dindmica poblacional. El andlisis de las topologias de los
MCCT obtenidos indica que los RVA equinos son patdgenos sometidos a una presién
inmunoldgica débil o ausente, siendo este un comportamiento probable dado a que es un
patégeno que infecta potrillos jovenes (1 dia — 6 meses de vida) (Estes and Greenberg,
2013; Magdesian et al., 2014). Ademas, el hecho de que RVA sea un virus capaz de
permanecer en el ambiente por periodos largos de tiempo, de una temporada de
nacimientos a la siguiente, permite que sean las mismas poblaciones virales las que
infectan los potrillos nacidos afio tras afo, estando las cepas cercanamente relacionadas
entre si; esto se pone de manifiesto en una topologia tipica de una poblacion viral
constante, con una estructura espacial fuerte apoyando la hipotesis de la existencia de
linajes de RVA equinos (Figura R3.3-4) (Grenfell et al., 2004; Volz et al., 2013).

Finalmente, estudiamos la dindmica poblacional en base a la diversidad
genética relativa, ésta nos muestra que en concordancia con las topologias observadas,
la diversidad genética es constante a través del tiempo. Este comportamiento fue
estudiado para otros genotipos de RVA humanos observandose un patron similar (Zeller
et al., 2015a) y en otros virus segmentados, como ser el virus de Influenza equina
(Murcia et al., 2011).

En conjunto, nuestros resultados nos permiten conocer el
comportamiento evolutivo y la dinamica poblacional de los RVA equinos tanto
detectados en Argentina como en otros lugares del mundo. El analisis del genotipo E12
pone en evidencia la transmision inter-especie entre una cepa de RVA autdctona
(circulante en guanacos) y las especies de animales domésticas introducidas desde

Europa a Sudamérica durante la conquista.
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Capitulo 4

Ligamiento genético de
los segmentos que
codifican las proteinas

VP6 y VP7 en Rotavirus

equino.
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Ligamiento genético de los segmentos
que codifican las proteinas VP6:VP7
en Rotavirus equino

Introduccion

Aungue en equinos ocasionalmente se han detectados RVA con combinaciones
inusuales, como ser G3P[3], G5P[7], G6P[1], G8P[1], G10P[1], G10P[11] y G13P[18]
(Browning et al., 1991; Ciarlet et al., 2001; Isa et al., 1996; Mifio et al., 2013; Taniguchi
et al., 1994), G3P[12] y G14P[12] son los genotipos mas prevalentes asociados a diarrea
en potrillos en todo el mundo (K Gary Magdesian et al., 2014; Papp et al., 2013a). Las
cepas de RVA que poseen el genotipo G3 han sido detectadas en varias especies
animales (Estes and Greenberg, 2013; Martella et al., 2010). En contraste, cepas G3
(equinas), G14 y P[12] nunca han sido detectadas como capaces de generar brotes de
diarrea en otras especies animales diferente a los equinos (Bailey et al., 2013;
Garaicoechea et al., 2011; Matthijnssens et al., 2015; Weinberg et al., 2013). Por otro
lado, los genomas de RVA equinos G3P[12] y G14P[12] estudiados hasta el momento,
son altamente conservados, solo 3 de los 11 segmentos (genes) presentan dos genotipos
diferentes, 12 e 16 en VP6, G3 y G14 en VP7 y E2 y E12 en NSP4) (Ma et al., 2015;
Matthijnssens et al., 2012; Nemoto et al., 2015).

Tedricamente, cada uno de los 11 segmentos de RVA puede segregarse de forma
independiente durante una infeccion mixta, sin embargo, se ha encontrado un
ligamiento genético para los genes de VP6, VP7, VP4 y NSP4 en algunas cepas de
RVA (Martella et al., 2010; Mcdonald et al., 2009; Song and Hao, 2009). De acuerdo a
las evidencias obtenidas hasta el presente, las interacciones entre las proteinas virales
estructurales y no estructurales podrian dirigir la seleccion de cepas con mejor
capacidad de replicacion y diseminacién en una especie determinada (M Iturriza-
Gomara et al., 2003; Santos et al., 2003). Los RVA equinos poseen pocas variantes de
las proteinas estructurales, siendo por esto candidatos apropiados para su estudio que
permita comprender como se seleccionan las combinaciones de variantes de genes de

RVA exitosas para infectar una especie animal determinada.
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Los analisis estructurales de VP6 (la proteina méas abundante del viridn)
demostraron que esta se pliega formando 2 dominios, el dominio B (amino4cidos desde
1 al 150 y del 335 al 397), el cual corresponde a la base de la molécula y el dominio H
(aminoacidos desde el 151 al 334) que constituye la parte superior de la molécula
(Mathieu et al., 2001). EI dominio B de VP6 interactia con la capa interna (VP2) (
aminodcidos 31-39 y 64-76) (Charpilienne et al., 2002; McClain et al., 2010), mientras
que el dominio H lo hace con la capa externa (VP7 y VVP4). Para VP6 se propusieron 5
regiones posibles de interaccion con VP7, denominadas regiones A (170-175), B (240-
245), C (294-300), D (304-308) y E (310-315) (Li et al., 2009; Mathieu et al., 2001).
Los mondémeros de VP6 forman homotrimeros, los dominios B y H participan en los
contactos entre mondmeros que estabilizan el trimero y le dan su forma de “pera”. Seis
trimeros de VP6 se agrupan alrededor de un trimero de VP4. De la misma manera, la
proteina VP7 forman un homotrimero en forma de plato donde, cada trimero de VP7
interacciona directamente con un trimero de VP6 formando una estructura Unica,
heterohexdmero. Ademas esta estructura trimérica (heterohexdmero VP6:VP7) forma
canales acuosos en los virus completos que participan en el transporte del ARN
mensajero durante el proceso transcripcional (Figura R4.1) (Charpilienne et al., 2002;
Li et al., 2009; Mathieu et al., 2001).
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FiguraR4.1  A: Particula de Rotavirus completa. Se muestran los canales que se forman (Tipo 1 y
II). B: Esquema del virion donde se muestran las capas que lo componen, capa externa (VP7 [Amarillo]
y VP4 [rojo]), capa intermedia (VP6 [verde]) y capa interna (VP2 [celeste]). C: Vista ampliada de las
proteinas que componen las capas externa, intermedia e interna. D: Esquema donde se muestra como
el ARN mensajero sale del virién para ser transcripto. E: Vista superior de un bloque de la capa
externa donde se observan las proteinas VP4 en el centro y los 6 trimeros de VP7 a su alrededor. F:
Vista superior de la capa intermedia donde se observan las proteinas VP4 en el centro y los seis
trimeros de VP6 a su alrededor. En el centro del hexdmero se observa el canal por donde se transporta

el ARN mensajero (figuras tomadas de Mathieu et al, 2001 y Aoki et al, 2009).

Durante el ensamblado de la particula viral, los monémeros de VP7, proteina
glicosilada que forma la capside externa del virus, forman una matriz de trimeros que
estabiliza a la proteina VP4 en su lugar formando las espiculas del virién (Li et al.,
2009; Trask and Dormitzer, 2006). Asi, las proteinas VP4 ancladas protruyen hacia la
superficie a través de la capa de VP7, para interaccionar con los receptores de las
células del huésped durante la adsorcion del virus a la célula (Estes and Greenberg,
2013; Liu et al., 2012). Para adquirir infectividad, las proteinas VP4 deben ser clivadas
previamente por enzimas proteoliticas en dos dominios, VP5* y VP8*, siendo el
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dominio VP8* el involucrado en el reconocimiento del receptor celular (Figura R4.1)
(Aoki et al., 2009; Li et al., 2009).

Se han descripto interacciones fuertes entre las proteinas VP6, VP7 y VP4 que
otorgan capacidad adaptativa al virion (Li et al., 2009; Mathieu et al., 2001). El
ensamble de la capa externa del virién es un proceso muy delicado y debe ser exacto, la
VP4 se agrega a la particula de doble capa formada por VP2 (ndcleo) y VP6 (capa
intermedia) y luego, VP7 se ubica estabilizando a VP4 en su posicion y completando asi
la particula de triple capside (TLP) (Trask et al., 2012). Los sitios probables de
interaccion para VP6 y VP7 y para VP7 y VP4 han sido propuestos para RVA humanos
(Charpilienne et al., 2002; Li et al., 2009; Mathieu et al., 2001).

En este trabajo de tesis se profundizo6 el estudio de dicha interaccion entre las
dos combinaciones de VP7 (G3y G14) y VP6 (12 e 16), utilizando analisis gendmicos y

estructurales.
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Materiales y Métodos

Muestras y secuencias de nucledtidos de los genes de

VP6, VP7 y VP8

Un total de 30 muestras de materia fecal previamente clasificadas como
positivas a RVA de potrillos con diarrea (1 dia a 6 meses de edad) recibidas durante el
periodo 2009-2011 en el servicio de diagnostico del laboratorio de Virus Equinos del
Instituto de Virologia, fueron utilizadas en este estudio. De cada muestra se realiz6 la
extraccion de ARN y la RT-PCR para amplificar y luego secuenciar los genes de VP6,
VP7 y VP8* siguiendo los protocolos de ensayo descriptos previamente (Mifio et al.,
2015). Ademas, se utilizaron secuencias de nucle6tidos de estos genes de cepas de RVA
equino de Argentina previamente estudiadas (E30/1993, E403/2006 y E4040/2008)
(Garaicoechea et al., 2011; Matthijnssens et al., 2012b) (Tabla R4.1).

Andlisis filogenéticos

Las matrices de datos fueron construidas con 43 secuencias de los 3 genes de
RVA equinos analizados (VP6, VP7 y VP8*) (Tabla R4.1). Los alineamientos se
construyeron con el programa CLUSTAL X2 (Larkin et al., 2007), se editaron con el
programa Bioedit (Hall, 1999), y los anélisis filogenéticos se realizaron utilizando el
programa MEGAG6 (Tamura et al., 2011). Las distancias genéticas fueron calculadas
utilizando el modelo evolutivo TN93 + G (distribucion gama) a nivel de nucleétidos y,
los arboles filogenéticos se construyeron con el método de Maxima Verosimilitud y

1.000 réplicas de re-muestreo como método estadistico.
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Tabla R4.1. Secuencias de RVA equino utilizadas en el andlisis estructural.

Cepa afio VP6 (I-tipo) N de acc. VP7 (G-tipo) N de acc.
1 ARG/E30 1993 16 JF712570 G3 JF712571
2 ARG/E403 2006 12 JF712581 Gl14 JF712582
3 ARG/E4040 2008 12 JN872869 Gl14 IJN872870
4 ARG/E4323 2009 16 KJ628058 G3 KP116019°
5 ARG/E4841 2009 12 KJ628059 G14 KP116020°
6 ARG/5721 2009 16 KJ628060 G3 KP116021°
7 ARG/E5749-4 2009 16 KJ628061 G3 KP116022°
8 ARG/E5749-6 2009 16 KJ628062 G3 KP116023°
9 ARG/E5755-1 2009 16 KJ628063 G3 KP116024°
10 ARG/E5755-2 2009 16 KJ628064 G3 KP116025°
11 ARG/E6000 2009 16 KJ628065 G3 KP116026°
12 ARG/E6094-3 2009 16 KJ628066 G3 KP116028°
13 ARG/E8689-1 2010 12 KJ628067 G14 KP116029°
14 ARG/E8689-3 2010 12 KJ628068 Gl14 KP116030°
15 ARG/E9314-3 2010 12 KJ628069 G14 KP116031°
16 ARG/E9314-5 2010 12 KJ628070 G14 KP116032°
17 ARG/9402-1 2010 16 KJ628071 G3 KP116033°
18 ARG/9402-2 2010 16 KJ628072 G3 +
19 ARG/E9562-3 2010 16 KJ628073 G3 KP116034°
20 ARG/E0098 2011 12 KJ628074 Gl14 KP116035°
22 ARG/E1112-3 2011 16 KJ628076 G3 KP116036°
23 ARG/E1139-1 2011 16 K1628077 G3 KP116037°
24 ARG/E1139-3 2011 16 KJ628078 G3 KP116038°
25 ARG/E1139-5 2011 16 KJ628079 G3 KP116039°
26 ARG/E1154-3 2011 16 KJ628080 G3 KP116040°
27 ARG/E1224-2 2011 16 KJ628081 G3 KP116041°
28 ARG/E1261-4 2011 16 KJ628082 G3 KP116043°
29 ARG/E1263-2 2011 16 + G3 KP116044°
30 ARG/E1292-2 2011 16 KJ628083 G3 KP116045°
31 ARG/E1373-2 2011 16 KJ628084 G3 KP116046°
33 ARG/E1460-2 2011 16 KJ628086 G3 KP116047°
34 ARG/E1536-4 2011 16 KJ628087 G3 KP116048°
35 ARG/E1536-6 2011 16 KJ628088 G3 KP116049°
36 GBR/H-2 1976 16 KM454496 G3 KM454497
37 USA/FI-14 1981 16 KM454485 G3 KM454486
38 USA/FI23 1981 12 KM454507 Gl4 KM454508
39 JPN/HO-5 1982 16 D82973 G3 AB046464
40 JPN/BI° 1981 12 KC815684 G3 KC815685
41 JPN/CH-3 1987 12 KC815697 Gl4 D25229
42 JPN/HH-22 1989 16 KC815673 G3 KC815674
43 IRL/03V04954 2003 16 JN903520 G3 JN903518
44 IRL/04V2024 2004 12 JN903519 G14 JN903517
45 ZAF/EqRV-SA1 2008 12 JQ345494 G114 JQ345496

Todas las cepas analizadas presentan el genotipo de VP8* P[12] (NUmeros de acceso KR873107-
30). +: Muestras positivas pero que la secuencia no pudo ser determinada. *: Secuencias
publicadas en este trabajo. . RVA/Horse-tc/JPN/BI/1983/G3P[12]-12.
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Modelado molecular y andlisis estructural

El modelado molecular de las proteinas VP6 y VP7 (12, 16, G3 y G14) se realizo
con el servidor I-Tasser (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (Roy et al.,

2010), sin la modificacién de ningun templado. Para construir los modelos se utilizaron
las secuencias de las cepas E30/1993/G3P[12] y E4040/2008/G14P[12] de RVA de
Argentina. La evaluacion del modelo se realizo en base al indice C, siendo este un
indicador de confianza que posee valores que varian entre -5 y 2. Los valores altos se
corresponden con una confianza elevada. El indice C en nuestros modelos fue de 2.00
para ambas variantes de VP6 (12 e 16) y de 0,57 para ambas variantes de VP7 (G3 y
G14). Los modelos se construyeron utilizando como templado estructuras previamente
cristalizadas de las proteinas VP7 y VP6 de cepas de RVA bovino (UK) y RVA de
mono Rhesus (RRV), las cuales presentan una elevada similaridad con las cepas de
RVA equinas (Tabla R4.2). Los trimeros de VP6 y VP7 fueron construidos utilizando el
modelo atémico de la cepa RRV (G3P3, PDB: 4V7Q) con el programa UCSF-Chimera
(Pettersen et al., 2004). Los potenciales electrostaticos de superficie fueron calculados
con las opciones pre determinadas utilizando el método de Coulumbic Surface Coloring
y, las cargas eléctricas de cada atomo fueron asignadas en base al método Amber ff14SB

implementado en UCSF-Chimera.

Tabla R4.2. Valores de soporte del modelado molecular

Templado -
. Similitud en
Cepa modelada , Exp. Exp. experimentalmente
] Molécula C-score i AA respecto
(Genotipo) TM-Score RMSD resuelto (Genotipo,
al templado
PDB)
E4040 (12) VP6 2.00 0.99+-0.03  2.1+-1.7 Cepa UK (12, 3KZ4) 97%
E30 (16) VP6 2.00 0.99+-0.03  2.2+-1.7 Cepa UK (12, 3KZ4) 92%
E4040 (G14) VP7 0.57 0.79+-0.09  4.8+-3.1 Cepa RRV (G3, 3GZT) 90%
E30 (G3) VP7 0.57 0.79+-0.09 4.8+-3.1 Cepa RRV (G3, 3GZT) 97%

TM-Score: Es una forma de medir la similitud estructural entre 2 modelos, varia entre 0-1.

Exp RMSD: El “root-mean-square deviation” es la forma tradicional de medir la similitud de 2 modelos.

PDB: c6digo de la estructura proteica en la base de datos de proteinas.
AA: aminoacidos
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Resultados

Caracterizacion de las cepas de RVA equino de Argentina

Inicialmente se obtuvieron las secuencias nucleotidicas de los genes de VP6,
VP7 y VP8* de las 30 cepas bajo estudio. Ademas, se utilizaron secuencias de otras 13
cepas de RVA equino disponibles en el GenBank (Tabla R4.1). El analisis filogenético
de VP7 mostré que todas las cepas Argentinas G14P[12] agruparon juntas en una Unica
rama, mostrando un origen geografico comun (Fig. R4.2).
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| —r——a ]
0.2 nt subst/nt

FiguraR4.2  Arbol filogenético construido con la secuencia nucleotidica del gen de VP7 de RVA
equino. Las secuencias de Argentina se muestran marcadas con un circulo sélido, mientras que las

demds cepas de RVA equino con un circulo vacio. Las cepas genotipo G3 se muestran comprimidas

para un mejor andlisis del genotipo G14.
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Del mismo modo, todas las cepas Argentinas G3P[12] agruparon junto a las
demés cepas G3P[12] de Argentina publicadas previamente, formando también una

Unica rama (Fig. R4.3).
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FiguraR4.3  Arbol filogenético construido con la secuencia nucleotidica del gen de VP7 de RVA
equino. Las secuencias de Argentina se muestran marcadas con un cuadrado sélido, mientras que las
demds cepas de RVA equino con un cuadrado vacio. Las cepas genotipo G14 se muestran comprimidas

para un mejor andlisis del genotipo G3.

106



Lic. Samuel

Mitio Resultados: capitulo 4

El anélisis filogenético de VP6 mostro que todas las cepas 12 se agrupan juntas,

formando una Unica rama separada de las cepas 12 del resto del mundo (Fig. R4.4).

100 16
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88

@ RVA/Horse-wt/ARG/E9314-3/2010/G14P[12]
@ RVA/Horse-wt/ARG/E8689-3/2010/G14P[12]
o] @ RVA/Horse-wt/ARG/E8689-1/2010/G14P[12]
@ RVA/Horse-wt/ARG/E0098/2011/G14P[12]
2| @ RVA/Horse-wt/ARG/E9314-5/2010/G14P[12]
@ RVA/Horse-wt/ARG/E4841/2009/G14P[12]
@ RVA/Horse-wt/ARG/E4040/2008/G14P[12]
@ RVA/Horse-wt/ARG/E403/2006/G14P[12]
O RVA/Horse-tc/USAJFI-23/1981/G14P[12] KM454506
oor O RVA/Horse-wt/IRL/04V2024/2004/G14P[12]
O RVA/Horse-wt/SAF/SA-1/2008/G14P[12]
100} O RVA/Horse-tc/JPN/CH-3/1987/G14P[12] KC815697
o7l W RVA/Horse-tc/JPN/BI/1981/G3P[12] KC815684

RVA/Human-tc/AUS/MG6/1993/G6P[14] EF554097
m'jh:— RVA/Guanaco-wt/ARG/Rio Negro/1998/G8P[1] FJ347126

RVA/Horse-tc/JPN/R-22/1984/G10P[11] D82977
93l— RVA/Horse-tc/JPN/OH-4/1982/G6P[5] KC815662

RVA/Horse-wt/ARG/E3198/2008/G3P[3]

v
0.05 nt subst/nt

I5

12

113

FiguraR4.4  Arbol filogenético construido con la secuencia nucleotidica del gen de VP6 de RVA

equino. Las secuencias de Argentina se muestran marcadas con un circulo sélido, mientras que las

demds cepas de RVA equino con un circulo vacio. Las cepas genotipo 16 se muestran comprimidas para

un mejor andlisis del genotipo I2.
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Del mismo modo, todas las cepas 16 de Argentina agrupan junto a las demas
secuencias 16 de Argentina y separadas del resto de las secuencias 16 publicadas y
disponibles en el GenBank (Fig. R4.5).

B RVA/Horse-wt/ARG/E1536-4/2011/G3P[12]
B RVA/Horse-wt/ARG/E1536-6/2011/G3P[12]
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B RVA/Horse-wt/ARG/E1261-4/2011/G3P[12]
B RVA/Horse-wt/ARG/E1224-2/2011/G3P[12]
B RVA/Horse-wt/ARG/E1154-3/2011/G3P[12]
B RVA/Horse-wt/ARG/E1112-3/2011/G3P[12]
B RVA/Horse-wt/ARG/E1139-1/2011/G3P[12]
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B8 RVA/Horse-wt/ARG/E9402-2/2010/G3P[12]
B RVA/Horse-wt/ARG/E5721/2009/G3P[12]
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FiguraR4.5  Arbol filogenético construido con la secuencia nucleotidica del gen de VP6 de RVA
equino. Las secuencias de Argentina se muestran marcadas con un cuadrado sélido, mientras que las
demds cepas de RVA equino s con un cuadrado vacio. Las cepas genotipo 12 se muestran comprimidas

para un mejor andlisis del genotipo 6.

En relacidn a las asociaciones entre genotipos, se pudo observar que todas las
cepas G14P[12] poseen una VP6 genotipo 12 y todas las cepas G3P[12] una VP6
genotipo 16 (Tabla R4.3). La Unica excepciodn a esta dinamica de asociacion entre VP6,
VP7 y VP8, descripta hasta el momento, es la observada para la cepa
JPN/BI/1983/G3P[12] que presenta una VP6 genotipo 12. Esta ultima, es una cepa
aislada en Japdn en 1981 de un potrillo con diarrea y aislada en cultivo celular (Nemoto
etal., 2015).
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Por lo tanto, al analizar los datos filogenéticos en su conjunto, se evidencia una
asociacion 0 ligamiento de los segmentos de ARN que codifican para las proteinas VP6

y VP7 de RVA equino.

Tabla R4.3. Distribucion de genotipos de VP6 y VP7.

G3 Gl4
12 1(3%) 12 (100%)
6 34 (97%) 0%

Se muestra la asociacion entre los genotipos 12:G14 e 16:G3 en
las cepas de RVA equino analizadas.

Analisis de las proteinas VP6 y VP7

Todas las cepas genotipo 12 o 16 muestran una secuencia nucleotidica
conservada dentro de cada genotipo. Por tal motivo se construyé una secuencia de
aminoacidos deducida consenso para cada genotipo (12 e 16) y las mismas fueron
comparadas entre si y con las deméas secuencias utilizadas. Dentro del genotipo 12, las
secuencias de aminoacidos de las cepas de RVA equino de Argentina difieren de las
demas cepas estudiadas en 3 posiciones (L11F, M2951 y Q300P). Comparando ambos
genotipos (12 y 16), se observan 38 diferencias, incluyendo la insercion de 2 residuos en

las posiciones 299 y 300 presentes solamente en el genotipo 12 (Tabla R4.4).

Tabla R4.4. Diferencias de aminoécidos entre los genotipos 16 e 12.

N° 27 11 30 38 39 53 60 83 89 92 101 115 151 172" 174" 175" 199 217 225 244lj 253 254 261 272 295" 299° 300° 307d 312°314° 317 329 332 340 341 350 371
ARG/GSP[lZ]—IG* ElL1T I VTTTIITAVLNUDFAI AVLVTM- - NQ Q Q DV S N AE
G3P[12]—I6i ElL1T I VTTTIITAVLNUDUFAI A1 LVTM- - NQ Q QDV S N AE
ARG/G14P[12]-I2*D LFLVINNNVVY S TAUDN 11T VLT 1 F I N1 P P A NP EE I A S S D
GlAP[lZ]—IZi DLLLVINNNVVYVY S TADN N1 VLTI F I NMPQANWUPETETI AS S D

*: Secuencia consenso de las cepas Argentinas; §: Secuencia consenso de las cepas de RVA equino publicadas en el GenBank.

#B%%2 Amino acidos de VVP6 en contacto con VP7.
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Al analizar la ubicacién de los cambios, se observa que la mayoria de las
sustituciones se ubican en la superficie de la molécula (21/38). Ademas, 3 cambios
(residuos 151, 340 y 341) se producen en la region de interaccion intra trimero
(VP6:VP6:VP6). Los cambios de aminoacidos en el dominio H, se ubican en o cerca de
los sitios antigénicos y, 5 de ellos en una regidn propuesta como sitio de interaccién
VP6:VP7. De las diferencias observadas, 8 se ubicaron en las regiones de interaccion
con VP7, incluyendo la insercion de los 2 aminoacidos presentes en las cepas del
genotipo 12 (Figura R4.6). Respecto a los aminoacidos de la VP6 que interaccionan con
VP2, solo 2 sustituciones (138V y V39I) fueron encontradas. Finalmente, la insercién de
2 aminodcidos (299 y 300) en el genotipo 12 se ubican en un bucle incluido dentro de la
region D (Figura R4.6C).

FiguraR4.6  Esquema de cintas de un monémero de VP6 donde se muestran las 5 regiones de
contacto con VP7 propuestas por Mathieu y col. (2001) y Liuy col. (2009); B: Esquema de cintas de los
genotipos de VP6 12 (verde) y 16 (celeste) superpuestos, donde se aprecia la estructura idéntica y la

ubicacién de la insercién 299-300; C: Ampliacién de la region de la insercién 299-300.
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La estructura del trimero de VP6 y la ubicacion de los cambios mencionados se

muestra en la figura R4.7.

300

FiguraR4.7  Estructura molecular del trimero de VP6 donde se muestran las diferencias entre
ambos genotipos (12 respecto de 16), cada monémero se muestra en verde, celeste y azul, las
diferencias se muestran en rosado; B: Uno de los monémeros fue removido para observar los cambios
que se producen en el interior del trimero; C: Vista superior del trimero donde se aprecian los cambios
en, o cerca de, los sitios antigénicos.

Una situacion similar a la observada en las secuencia de aminoacidos de la
proteina VVP6, sucede en la proteina VP7. Dentro de un mismo genotipo las secuencias
aminoacidicas presentan elevada similitud, siendo del 100% en las cepas de RVA
equino de Argentina. Por este motivo se origind una secuencia aminoacidica consenso
de las cepas de Argentina, para ambos genotipos (G3 y G14), las cuales se compararon
con las demas secuencias estudiadas. Asi, se encontraron 33 diferencias de aminoacidos
en los genotipos G3 con respecto a G14. Explicando las diferencias antigénicas
detectadas por seroneutralizacion cruzada, 17 diferencias aminoacidicas se ubican en los
sitios antigénicos de VP7, en linea con que a nivel antigénico, G3 y G14 son 2 serotipos
diferentes (Tabla R4.5). Las diferencias en los sitios antigénicos ademas de los
aminoacidos 118, 125 y 129, se ubican en la cara externa del trimero y en lugares
accesible a los anticuerpos. Por otro lado, 8 diferencias (68, 74, 75, 267, 268, 281, 282 y
303) entre G3 y G14 se ubican en la cara interna del trimero, en el area de contacto con
el dominio H del trimero de VP6 (Figura R4.8).
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Tabla R4.5. Diferencias de aminodcidos entre los genotipos G3 y G14 de RVA equino de Argentina.

Sitios
L 7a 7b 7c T
antigénicos
* * * * * * * * * * * * * * * * * * *
Aa 68 74 75 90 91 92 94 101 118 125 129 145 147 211 212 213 218 221 233 234 237 238 242 260 263 267 268 281 282 300 303 307 309

ARGIG3P[12]] T E

Gar[L2]" TIA E
ARG/G14P[12]° V N

G14P[12]" AR

TATENTLTEFAVNTDV A I A I NLUDA AVVDVTEVVI A
TAVIIAE N LI F AV NTUDWVIATIVAIIWNILIDASYVIDVITEVV I A
I AT QD I LAIDANVAV SVDINTIVNTIIGV I VV
I ATAQDA Il L T I DA NUVAEDYV S VD FF N T 1tvinN 1 1 E F 1 v v

. Secuencia consenso de las cepas de Argentina; b: Secuencia consenso de las cepas equinas publicadas.
*: Aminoécidos caracteristicos de los genotipos G3 0 G14.

En negrita se muestran los aminoacidos en contacto con \VVP6.

En italica, se muestran los aminoacidos involucrados en las interacciones intratrimeros.

JI: Excepto en la cepa FI-23.

Figura R4.8  Estructura molecular del trimero de VP7 en diferentes vistas mostrando los cambios

involucrados en la interaccion con VP6. Cada monémero se muestra en amarillo patito, amarillo claro

y dorado. A: Vista lateral. B: Un monomero fue removido para observar los cambios en el interior del

trimero. C: Vista superior (cara externa) donde se aprecian los cambios en, o cerca de, los sitios

antigénicos. D: Vista inferior (cara interna).
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Interaccion VP6:VP7

De las 5 regiones de VP6 propuestas como lugares de interaccion con VP7, tres
regiones especificas de interaccion VP6:VP7 han sido reconocidas en nuestro estudio
(Tablas R4.5 y R4.6). En VP6, ademas de las 8 sustituciones especificas que mapean
dentro de las 5 regiones propuestas, otros 11 cambios (V151T, F1911, A217V, 1225L,
1253V, L254F, 1261V, M295I, Q312N, D329E y V332l) se ubican en la superficie del
dominio H, en el apice de la molécula. En la proteina VP7, 6 sustituciones (F118L,
A125T, V1291, V260I, D267N y 1307V) se encuentran en la cara interna de la proteina,
region que interacciona con VP6. Con el fin de explicar la razdn estructural o
termodindmica de estos cambios, estudiamos como estas sustituciones modifican la
hidrofobicidad en términos de potencial electrostatico de ambas proteinas. Encontramos
que el potencial electrostatico del trimero de VP6 genotipo 12 difiere considerablemente
del trimero del genotipo 16 en el apice del dominio H (regidn en contacto con VP7) vy,
de igual manera, el potencial electrostatico de la cara interna (regién en contacto con
VVP6) del trimero de VVP7 difiere considerablemente entre los genotipos G3 y G14. Asi,
la asociacion de los genotipos G3/16 y G14/12 hallada se explica porque los potenciales
electrostaticos de las regiones de interaccion entre los trimeros son complementarios

unos a otros (Figura R4.9).

113



Lic. Samuel Mirio Resultados: capitulo 4

FiguraR4.9  Esquema molecular de los trimeros donde se muestran los potenciales electrostdticos
de la superficie de las moléculas de VP6 (12 y 16) y VP7 (G3 y G14). A: vista lateral de los trimeros de
VP6 (12 y 16). B: vista superior del trimero de VP6 (12 e 16), C: Vista de la cara interna del trimero de de
VP7 (G3y G14). La barra de escala se muestra en Kcal/mol.
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Discusion

Aunque los Rotavirus tienen el potencial de generar nuevas cepas virales por
reasociacion de los segmentos gendmicos, los analisis de genomas completos de RV
han demostrado que, estos virus en la naturaleza, tienden a presentar constelaciones de
genes que se mantienen estables en el tiempo (Heiman et al., 2008; McDonald et al.,
2009). Asi, los RVA humanos pueden ser divididos en 3 grupos (Gl - GllI - Glll), cada
uno con una constelacion propia, Gl derivado de cepas porcinas (Wa-like), Gl derivado
de cepas bovinas (DS1-like) y GIII de cepas de caninos y felinos (Au-1-like). Esta
fuerte asociacion de los genes (constelaciones gendmicas) ha sido explicada por
interacciones especificas entre las proteinas virales (Benati et al., 2010; Heiman et al.,
2008; Miren lturriza-Gomara et al., 2003). Ha sido descripto tanto para humanos como
para animales que la proteina VP6 desempefia el rol mas importante en la restriccion de
la reasociacion de los genes porque, esta proteina, forma la capside intermedia que
interactUa por fuera con la cara interna de la capside externa (VP7 y VP4) y por dentro
con la capside interna (VP2) (Heiman et al., 2008). Asi, los genes de una constelacion
genodmica especifica, tienden a co-segregar, restringiendo el reordenamiento génico
entre diferentes genotipos. Los RVA equinos, presentan un gran nivel de conservacion
en su constelacién gendmica, con solo 3 genes que presentan dos variantes de cada uno
(VP6: 12 e 16, VP7: G3 'y G14 y, NSP4: E2 y E12) (Ghosh et al., 2013; Nemoto et al.,
2015). Interesantemente, solo un genotipo de VP4 (P[12]) ha sido encontrado en las
cepas que causan brotes de diarrea en potrillos, indicando el alto nivel de restriccion a
nivel de especie. Ademas, todos los RVA equinos presentan un solo genotipo de VP2
(C2) (Ghosh et al., 2013; Nemoto et al., 2015). Esto se evidencia en el hecho de que
solo 2 sustituciones (138V y V39I) fueron encontradas en la zona de interaccion
VPG6:VP2 vy, dichas sustituciones se compensan mutuamente (lle por Val y viceversa) v,
dado que solo pocos cambios se producen en estas zonas, la misma proteina VP2 (C2)
puede ser compartida por los genotipos G3P[12]-16 y G14P[12]-12. Nuestro trabajo
evidencia fuertemente una asociacion especifica entre las proteinas VP7:VVP6 generando
genotipos propios de RVA equinos, G3/16 y G14/12. La deteccion de esta asociacion
entre G3/16 y G14/12 sugiere que ambas proteinas interaccionan funcionalmente y co-

evolucionan dentro de los RVA equinos, probando asi el ligamiento genético en
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proteinas virales. El estudio de la secuencia de aminoacidos y del modelo estructural de
la proteina VP6 mostrd que muchas de las diferencias (21/38) mapean en o cerca de los
sitios antigénicos en el dominio H (&pice de VP6) explicando las diferencias antigénicas
entre los genotipos 12 e 16. En este sentido, nuestro trabajo confirma la region de
contacto e interaccion VP6:VP7 (Chen et al., 2009; Li et al., 2009; Mathieu et al.,
2001), estudia en detalle la misma y se describe la co-evolucion de los residuos
involucrados en la interaccion G3/16 y G14/12 (Tabla 5.4 y 5.5). Aunque la insercion de
2 residuos en la proteina VP6 genotipo 12 podria contribuir en la interaccion VP6:VP7,
nuestros datos sugieren que son las interacciones especificas entre los potenciales
electrostaticos de ambas moléculas en la zona de interaccion los que estan
verdaderamente involucrados y determinan que combinaciones son las de mejor eficacia

bioldgica en la naturaleza.

Las interacciones de proteinas virales juegan un rol en la co-evolucion de los
genes de los virus segmentados que generan particulas virales con la capacidad para
infectar distintas especies animales (Dugan et al., 2008; Graham et al., 1987; Heiman et
al., 2008; Lubeck et al., 1979; Nibert et al., 1996; Trask et al., 2012). Ademas, cepas
con genoma reasociado obtenidas en estudios de infecciones mixtas entre cepas
humanas y bovinas realizados en distintas lineas celulares han mostrado que existen
determinantes genéticos y que los factores del huésped contribuyen o no, a la formacion
final de cepas reasociadas (Graham et al., 1987). Teniendo en consideracion estas
investigaciones y basandonos en métodos gendémicos y estructurales, nuestro trabajo
aporta evidencia del ligamiento genético entre las proteinas VP6 y VP7 de RVA equino.
Este ligamiento genético puede ser explicado por interacciones proteina-proteina que
definen la capacidad biolégica y termodinamica del ensamblaje de los viriones de RVA,

restringiendo la recombinacion de cepas que infectan a un huésped determinado.
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Capitulo 5

Estudio de Coronavirus y
Norovirus como agentes
causantes de diarrea en
potrillos por métodos de
rutina y por estudios de

metagendmica.
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Estudio de Coronavirus y Norovirus
como agentes causantes de diarrea en
potrillos por métodos de rutina y por

estudios de metagenOmica

Los Coronavirus equinos (CoVE) han sido diagnosticados por deteccion del
agente mediante microscopia electrOnica, cultivo celular, ELISA, RT-PCR y
recientemente por real-time PCR en materia fecal de caballos con o sin enfermedad
entérica (Masters & Perlman, 2013). La tasa de deteccion de CoVE es muy variada
en los pocos reportes existentes. En JapOn, un brote de enfermedad entérica
ocurrido en 2009 afect6 al 22% (132/600) de una poblacion, donde se detectaron
3 materias fecales positivas a CoVE por RT-PCR (Oue et al, 2011). Luego en USA,
en estudios realizados en 4 poblaciones de caballos adultos, se detectd un 86%
(38/44) de equinos enfermos positivos a CoVE, mientras que un 7% (7/96) de
equinos sanos también fueron positivos a CoVE (Pusterla et al, 2013). Finalmente,
en Europa, la tasa de detecciOn reportada es del 2% (12/595) y los 12 casos fueron
co-infecciones con Cryptosporidium spp. (Miszczak et al., 2014). En nuestro pais no

existen reportes de deteccion de CoV en materia fecal de potrillos con diarrea.

En relacion a Norovirus (NoV), no existen evidencias de infeccién natural en
equinos, a excepcion de un estudio orientado a la busqueda de otro miembro de la
familia Caliciviridae, los Vesivirus, como posible agente causante de abortos en

yeguas (Kurth et al., 2006; Scipioni et al., 2008).

Dada la ausencia de datos tanto para Coronavirus como para Norovirus en
nuestro pais, el objetivo de este capitulo del presente trabajo de tesis doctoral fue
investigar la presencia de Coronavirus y Norovirus en muestras de materia fecal de
potrillos con diarrea utilizando técnicas seroldgicas y moleculares convencionales

y de nueva generaciOn (metagendmica).

En la primera etapa se utilizaron las técnicas de rutina disponibles en

nuestro laboratorio (ELISA y RT-PCR) y en conjunto con el laboratorio “Veterinary
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Virology and Animal Viral Diseases Laboratory”, Department of Infectious and
Parasitic Diseases, Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad de Liege, con la

colaboracion del Dr. Axel Mauroy y la supervision del Profesor Dr. Etienne Thiry.

La segunda etapa se realiz0 utilizando secuenciacion de Ultima generacion
(Next Generation Sequencing) en colaboracion con la Dra. Viviana Parrefio y la Dra.
Celina Vega (InculNTA, CICVyA), en el marco de un proyecto de cooperacién
bilateral Argentina-Bélgica con el grupo del Profesor Dr. Jelle Matthijnssens del
“Laboratory of Clinical Virology, Hospital Universitario Sint-Rafaél, Leuven,
Bélgica”, para estudiar el viroma presente en materia fecal de varias especies

animales, entre ellas, los equinos.
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Parte 1

Estudiar la presencia Coronavirus y Norovirus
en muestras de materia fecal de potrillos con
diarrea utilizando técnicas serolagicas y
moleculares convencionales

Materiales y Métodos

Muestras

En este estudio, fueron utilizadas muestras de materia fecal de potrillos con
diarrea enviadas al servicio de diagnéstico del Laboratorio de Virus Equinos

(Instituto de Virologia, CICVyC, INTA-Castelar) durante el periodo 2009-2014.

Disefio experimental

Para el estudio de Coronavirus y Norovirus se aplicaron estrategias

diagnosticas diferentes.

Dada la disponibilidad de un ELISA de captura monoclonal contra CoV
bovino en nuestro laboratorio (cedido por la Dra. L] Saif, The Ohio State
University), se analiz6 la presencia de antigeno de CoV en materia fecal por esta
metodologia y luego, sobre las muestras que resultaron positivas, se realizaron RT-

PCR dirigidas contra regiones conservadas del genoma de CoV.

En cambio, para el estudio de Norovirus, ante la ausencia de una técnica de
tamizaje, se seleccionaron 100 muestras al azar, en las cuales se realizaron RT-PCR

con distintas combinaciones de cebadores intentando detectar el genoma viral.
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Deteccion de CoVE por un método serologico

La deteccion de CoVE en muestras de material fecal fue realizada mediante
una técnica de ELISA indirecto descripto previamente (Smith et al, 1996) y
utilizado en nuestro laboratorio para el diagnéstico de Coronavirus bovino.
Brevemente, placas de 96 pocillos (Maxisorp, NUNC, Thermo Fisher Scientific, 75
Panorama Creek Drive, Rochester, NY, USA) fueron sensibilizadas con 100 pl de
una dilucibn en buffer carbonato-bicarbonato (pH 9.6), de 4 anticuerpos
monoclonales como anticuerpos de captura positiva (R1, en pocillos impares) vy,
anticuerpos IgG derivados del ascitis de un ratén inoculado con células SP2/0
como captura negativa (R2, en pocillos pares) e incubados a 4°C durante 16 + 2 h.
Los anticuerpos monoclonales utilizados (dilucién 1:4000) dirigidos contra la
Hemaglutinina (HE), la proteina de la nucleocapside (N) y la espicula (S) fueron:
“BC21-F63C”, “BC22-F83C” anti-HE, “BC28-H1.2C” anti-N y “BC29-G72C” anti-S,
desarrollados contra la cepa DB2 de CoV bovino (Smith et al., 1996).

Luego de 2 lavados con PBS-Tween20 0.05%, pH: 7.4 (buffer de lavado), se
realiz0 la reaccion de bloqueo con 200 ul por pocillo de leche descremada al 10%
en PBS-Tween 0.05% durante 1 hora a 37 °C y, posteriormente se realizaron 4
lavados. Luego, se sembraron las muestras en dilucion 1:10 y se incubaron durante
1 hora a 37 °C y, a continuacion se realizaron nuevamente 4 lavados.
Posteriormente se agregd el anticuerpo secundario (suero policlonal de cobayo
anti CoV bovino) en una dilucion 1:4000 y se incubd durante 1 hora a 37 °C,
después de lo cual se realizaron 4 lavados. Finalmente, se incub0 la placa con un
anticuerpo de cabra anti-cobayo conjugado con peroxidasa en una dilucién 1:3000
(KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories Inc.) durante 1 hora a 37 °C. Las placas
fueron reveladas con H02/ABTS [2-2’-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonato)] como sistema sustrato/cromogeno. La reaccion fue detenida por el
agregado de 50 pl/pocillo de SDS (dodecyl sulfato de sodio) al 5%. La densidad
optica (OD) fue leida a 405 nm (lector de ELISA, Multiskan Ex, Lab Systems®). Las
muestras se consideraron positivas cuando la OD corregida de la muestra supera el

valor de corte (Bok et al, 2015).
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Calculo del valor de corte: Una muestra se considera positiva si la diferencia
entre la OD medida a 405nm en la captura positiva (R1) y la captura negativa (R2)
(AOD) es mayor a 0,100 unidades de OD (AOD= ODg; — ODgr220,1), y si laOD en R1
es mayor a la media de OD en la captura positiva con PBS (blanco de reaccion) mas 2
desvios estandar (DE) (XODg1>ODpgs+ 2DS).

RT-PCR Coronavirus — Norovirus

Todas las muestras que resultaron positivas por ELISA a CoV fueron
analizadas por RT-PCR contra distintos genes (M, N o S) de CoV (Bok et al.,, 2015;
Miszczak et al., 2014; Pusterla et al., 2013; Zhang et al., 2007). Del mismo modo, las
muestras seleccionadas para la bUsqueda de genoma de NoV fueron procesadas

por RT-PCR de acuerdo a lo descripto por Mauroy et al., 2009.

El ARN viral fue extraido utilizando reactivos comerciales, “QlAamp Viral
RNA mini kit (QIAgen)” siguiendo las instrucciones del fabricante. La transcripcion
reversa (sintesis de ADNc) fue realizada a 42 °C por 60 min seguida de 94 °C por 5
min en una mezcla de reaccion con 1X PCR Buffer (Invitrogen, Brasil), 0,5 mg de
cebadores de secuencias al azar, 0,2 mM de dNTPs, 5 ul de ARN y 1,25 U de la
enzima M-MLV RT (Invitrogen, Brasil) en un volumen final de 25 ul. Luego, 5 ul de
DNAC fueron agregados a la mezcla de PCR conformada con 1X Buffer (Invitrogen,
Brasil), 0,2 mM de cada dNTP, 0,4 mM of de cada cebador (sentido y antisentido), 2
mM de MgCl2, 13,2ul de agua ultrapura y 1,5 U de la enzima Taq DNA polimerasa
(Invitrogen, Brasil) en un volumen final de 25 ul. Los cebadores utilizados se
detallan en la tabla R5.1. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: 94 °C por
5 min, seguidos de 40 ciclos de 94 °C por 1 min, 45-55 °C (de acuerdo al par de
cebadores utilizado) por 1 min y 72 °C por 1 min, finalmente se realiz0 una
extension final a 72 °C por 5 min. Los amplicones se corrieron en un gel de agarosa
al 2% utilizando “SYBR Safe DNA Gel Stain” (Invitrogen, Brasil) como colorante de
ADN y se visualizaron bajo luz ultra violeta (UV) (Bok et al, 2015).
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Tabla R5.1. Cebadores utilizados.

Coronavirus

Nombre Secuencia amplicon Referencia

S1HS CTATACCCAATGGTAGGA

885 pb (Bok et al., 2015)
S1HA CTGAAACACGACCGCTAT
SINS GTTTCTGTTAGCAGGTTTAA

488 pb (Bok et al., 2015)
SINA ATATTACACCTATC CCCTTG
S1For TTGTAATTTTAATATGAGCAGCC

908 pb (Bok et al., 2015)
S1Rev TTCTGCCAACTATTATAATAAG
S2For TTATAATAGTTGGCAGAACC

672 pb (Bok et al., 2015)
S2Rev ACCATTCATTAAACTATTAGC
ECoV-N-380f TGGGAACAGGCCCGC

142 pb (Pusterla et al., 2013)
ECoV-N-522r CCTAGTCGGAATAGCCTCATCAC
ECoV-N-for GCCAATTCCGGCACTAGAAC

148 pb (Miszczak et al., 2014)
ECoV-N-r ACCCCTTTTTCCAAAGCACT
ECoV-M-for GGTGGAGTTTCAACCCAGAA

156 pb (Miszczak et al., 2014)
ECoV-M-r AGGTGCGACACCTTAGCAAC
Tabla R5.1, continuacidon. Norovirus

Nombre Secuencia Amplicon Referencia

p290-For GATTACTCCAAGTGGGACTCCAC 318 pb (Jiang et al., 1999)
p289-Rev TGACAATGTAATCATCACCATA
p290d-For GATTACTCCASSTGGGAYTCMAC 318 pb (Farkas et al., 2004)
p289d-Rev TGACGATTTCATCATCMCCRTA
JVI-12-For ATACCACTATGATGCAGATTA 326 pb (Vinjé, 2014)
JVI-13-Rev TCATCATCACCATAGAAAGAG
CeBCu-For AGTTAYTTTTCCTTYTAYGGBGA 532 pb (Smiley et al., 2003)
CeBCu-Rev AGTGTCTCTGTCAGTCATCTTCAT
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Controles utilizados en la RT-PCR de NoV.

Dado que se desconoce la circulacion de este agente en la poblacidon en
estudio y para evaluar la especificidad de la técnica, se incluyeron controles de los
agentes virales potencialmente presentes. Sin embargo, en algunos casos, al no

contar con muestras positivas especificas, se utilizaron cepas de referencia.

e Una materia fecal bovina positiva a NoV bovino previamente
detectada en nuestro laboratorio (Ferragut et al.,, 2016).

e Una cepa de NoV humano genogrupo GlI (cedido por Kim Green, NIH,
USA).

e Una cepa de NoV humano genogrupo GI (cedido por Kim Green, NIH,
USA).

e Una materia fecal equina RVA positiva, genotipo G3P[12].

e Una materia fecal equina RVA positiva, genotipo G14P[12].

e Una materia fecal bovina positiva a CoV bovino (cepa Mebus, cedido
por Linda Saif, OSU, USA).

e Una materia fecal negativa a RVA y Coronavirus.
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Resultados

ELISA CoV

Un total de 367 muestras de potrillos de 1 dia a 5 meses de edad, con
diarrea fueron analizadas por ELISA de CoV durante el periodo 2009-2014. Del

total, un 25% (92/367) de las muestras fueron positivas.

Al analizar los resultados afio por afio, podemos observar que en 2009 se
observé la mayor tasa de deteccién (47%), mientras que en los afios 2010 y 2012
fue de 34% y 31% respectivamente. En los afios 2011 y 2013 fue de 17% y 14%
respectivamente, mientras que la tasa de deteccién mas baja se observé en el afio

2014 (6%) (Tabla R5.2, Figura R5.1).

Tabla R5.2. Muestras equinas analizadas para CoVE por ELISA.

Afio N Positivos (%)
2009 47 22 (47%)
2010 70 24 (34%)
2011 63 11 (17%)
2012 78 24 (31%)
2013 58 8 (14%)
2014 51 3 (6%)
2009-2014 367 92 (25%)

N: nimero de muestras analizadas.
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Figura R5.1 Distribucién de las muestras positivas a CoV por ELISA en el periodo
estudiado.

RT-PCR para CoV

Todos los intentos de amplificar el genoma del virus por PCR a partir de las
muestras de materia fecal que resultaron positivas por ELISA, asi como la

blUsqueda del virus por microscopia electrdnica, resultaron infructuosos.

Deteccion de NoV

Se analizaron 100 muestras de materia fecal de potrillos con diarrea recolectadas
entre los afios 2009 y 2012. Todas las muestras analizadas eran negativas a RVA y
CoV.

Con la RT-PCR utilizada se logro amplificar las cepas de NoV de referencia y
no se observd reaccidn inespecifica cruzada con RVA o CoV por lo que
consideraramos que el ensayo de PCR era adecuado para la deteccion de Norovirus
en las muestras de materia fecal de potrillos con diarrea, sin embargo, no se
obtuvo ninguna banda de DNA del tamafio esperado en ninguna de las 100
muestras equinas analizadas. En la muestra E/1883/2012 se visualizaron varias
bandas luego de la reacciéon de PCR; incluida una banda del tamafio esperado para
NoV. Esta ultima fue purificada y secuenciada. Curiosamente, se obtuvo una
secuencia de 250pb que no presenté homologia con ninguna secuencia

nucleotidica publicada en la base de datos GenBank.
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Conclusiones parciales

Mediante la utilizaciéon del ELISA de CoV bovino se obtuvieron resultados
que evidenciaban la presencia de CoV en muestras de materia fecal de potrillos con
diarrea, esto es, que anticuerpos monoclonales de captura y el anticuerpo
policlonal  secundario  utilizados en el ELISA de CoV bovino
reconocieron/reaccionaron con un 25% de las muestras analizadas. Sin embargo,
el hecho de no detectar el genoma viral por PCR en ninguna muestra hizo que
reconsideraramos los resultados obtenidos. Se concluye que con las técnicas
disponibles en nuestro laboratorio y utilizando procedimientos diagnosticos
publicados por otros autores, no se pudo confirmar la presencia de CoVE en las

muestras de materia fecal equina analizadas.

Del mismo modo, al realizar la blsqueda de NoV no se detecté genoma viral
en ninguna de las muestras de materia fecal de potrillos con diarrea analizadas con

los ensayos utilizados.

En virtud de los resultados negativos obtenidos y teniendo como hipotesis
la participacion de otros agentes virales en la diarrea de los potrillos, se realizé un
trabajo en colaboracion con el Instituto REGA de Bélgica, con el fin de estudiar el
viroma equino mediante secuenciacion de nueva generacién como se describe a

continuacion.
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Parte 2

MetagenOmica de materia fecal de potrillos con diarrea mediante

Next Generation Sequencing

La secuenciacibn de tercera generacibn (en inglés ‘“next generation
sequencing”’ [NGS]) ha revolucionado el descubrimiento de nuevos virus, tanto en
humanos como en animales, en ecosistemas variados. Generando el
descubrimiento del viroma (conjunto de virus) presentes en las diferentes
muestras analizadas (Bodewes et al., 2014; Concei¢do-Neto et al., 2015; Phan et al.,
2011). En contraste, el rol de los viromas en enfermedades se encuentra aln
pobremente caracterizado, incluso cuando se han hecho muchos esfuerzos para
comprender enfermedades como el sindrome de colon irritable, diabetes,
sindrome de inmunodeficiencia adquirida y los rechazos y contagios en el marco
de transplantes de Organos (Kramna et al, 2015; Li et al, 2013; Norman et al.,
2015). Generalmente, la mayor parte del material genético de una muestra es de
origen no-viral, lo que hace del estudio de los viromas un verdadero desafio (Reyes
et al, 2012). Ademas, los virus tampoco poseen regiones gendmicas conservadas y
son tanto genética como morfolégicamente muy diversos, lo que dificulta su
blUsqueda (Koonin et al, 2015). Asi, los pasos claves en el estudio de viromas son,
el enriquecimiento de la muestra en particulas virales y el rendimiento de la
amplificacidén con cebadores de secuencia al azar, dado que la muestra de partida
necesita ser amplificada antes de preparar la libreria de ADN (Reyes et al., 2012).
Un estudio realizado por Concei¢do-Neto et al. (2015), evalu0 el rendimiento en
cada uno de los pasos del procedimiento para el andlisis de viromas por NGS y

logré obtener un protocolo reproducible.

El laboratorio del INTA dirigido por la Dra. Viviana Parrefio gener0 una
colaboracion con el grupo que desarrolld la tecnologia para estudiar los viromas
por NGS. Ante esta oportunidad, nos propusimos estudiar el viroma de las materias

fecales de potrillos que habian resultado positivas a CoV por ELISA y de muestras
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seleccionadas donde se habia analizado la presencia de NoV con resultado

negativo.

Siendo entonces, el objetivo de este trabajo, evaluar el viroma equino obtenido
mediante el método NetoVIR (“Novel Enrichment Technique Of VIRomes”), propuesto

por Conceicdo-Neto y col. (2015).
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Materiales y Métodos

Muestras de materia fecal equina

Se realizaron dos mezclas (“pooles”) con iguales cantidades de cada materia
fecal para realizar el andlisis (Tabla R5.3). Los dos grupos se formaron teniendo en
cuenta los resultados previos obtenidos en la blUsqueda de agentes virales
asociados a las diarreas neonatales. En todos los casos, las muestras provenian de
potrillos con diarrea. Se combinaron muestras positivas a RVA que no habian
podido ser genotipificadas por RT-PCR, muestras positivas por ELISA a CoV y
muestras presuntamente positivas o con presencia de una amplicén del tamafio
esperado por RT-PCR de NoV. También se incluyeron muestras negativas a los tres
agentes virales con el fin de determinar la presencia de otros virus, asociados con

la presencia de diarrea.

Tabla R5.3. Grupos de muestras analizadas por NGS.

CoVE NoV
Pool Muestras RVA
(ELISA) (RT-PCR)
E/2718/12 positivo (sin genotipificar) positivo positivo
1
E/9197-6/10 negativo negativo negativo
GC012055
E/1219/11 negativo negativo negativo
E/1225/11 Negativo positivo negativo
2
E/2717/12 positivo (sin genotipificar) negativo positivo
GC012056
E/2883/12 negativo negativo negativo

Procesamiento para I[llumina HiSeq 2500

Todo el procesamiento de las muestras fue realizado en el REGA Institute
siguiendo el protocolo de Conceicdo-Neto publicado en 2015 (Conceicdo-Neto et al.,
2015).
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Brevemente, la suspension de materia fecal fue homogeneizada por 1
minuto a 3.000 rpm en MINILYS homogenizer (Bertin Technologies, France).
Luego se realizaron 3 filtraciones sucesivas a través de membranas (Millipore) de
100 wm, 10 um y 0,8 um. A continuacion, el filtrado fue tratado con una mezcla de
Benzonasa (Norovirusagen) y Nucleasa Micrococcal (New England Biolabs) a 37°C
por 2h en un buffer de digestion (1M Tris, 100mM CaCl2 y 30 mM MgCl2) para
eliminar los acidos nucleicos libres (flotantes). La extraccion de ARN y ADN se
realiz0 con el kit QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen) siguiendo las
especificaciones del fabricante, con la excepcidén de no utilizar el precipitador de
ARN. La sintesis de las cadenas complementarias para generar ARNdc y ADNdc se
realiz0 con cebadores de secuencia al azar, con 20 ciclos utilizando el “Whole
Transcriptome Amplification (WTA) Kit” (Sigma-Aldrich), con wuna leve
modificacion del protocolo del fabricante; se realizé una desnaturalizacion a 95°C
en lugar de 72°C, para permitir la desnaturalizacion de los acidos nucleicos de
doble cadena. Los productos obtenidos fueron purificados con “MSB Spin
PCRapace spin columns” (Stratec) y acondicionados para la secuenciacion en el
equipo Illumina HiSeq 2500 utilizando “KAPA Library Preparation Kit” (Kapa
Biosystems) (Figura R5.2). La libreria se cuantific6 con “KAPA Library
Quantification kit Kapa” (Biosystems) y la secuenciacion fue realizada con 201
ciclos (100 nucleétidos). De cada muestra, se realizaron aproximadamente un total

de 1 milldn de lecturas.

Procesamiento de los resultados

El andlisis de los resultados es exclusivamente bioinformatico. De los datos
crudos (RAW) se removieron las secuencias de los adaptadores utilizando el
programa Trimmomatic (Bolger et al, 2014). Las secuencias resultantes se
ensamblaron y se generaron “secuencias contigs” utilizando el programa SPAdes
(Prjibelski et al, 2014). Los fragmentos resultantes fueron clasificados mediante

tBLASTx (www.http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) contra toda la informacion

disponible en la base de datos del GenBank tomando el valor E=e-10 (E= error)
como valor de corte. Los fragmentos con un valor E significativo fueron analizados

con BLAST de nucle6tidos. Las secuencias con homologias encontradas fueron
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nuevamente analizadas por tBLASTxX pero con un valor de corte E=e-4 (Altschul et

al,, 1990).
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Figura R5. 2 Esquema del procesamiento de las muestras para entrar al lllumina HiSeq

2500. Tomado de Conceigcdo-Neto et al., 2015.
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Resultados

Andlisis de abundancia por Phylum

Para cada pool de muestras se obtuvo un porcentaje de abundancia relativo
de secuencias virales dentro de los rangos esperados en relacion a los otros Phyla
presentes en las muestras originales. Esto es, para el Pool 1-GC012055- se obtuvo
una abundancia relativa de secuencias virales del 57% del total de secuencias,
mientras que para el Pool 2 -GC012056- la abundancia de secuencias virales fue
del 37% del total de secuencias generadas. A su vez, dentro de la poblacién viral,
aproximadamente un 57% y un 45% de las secuencias correspondieron a

bacteriofagos en cada pool, respectivamente (Figuras R5.3-4).

En el primer pool (GC012055), la diversidad total obtenida fue la siguiente:
57% virus, 36% bacterias, 5% organismos no cultivables, 1% arquea y 0,7%
eucariota (Figura R5.3). Dentro de los virus analizados, Rotavirus A (12% de la
abundancia relativa total de secuencias) fue el predominante, hecho esperado
dado que una muestra positiva fue incluida como control interno. Respecto a los
virus, en el pool 1 se observa la presencia de secuencias similares a
Alphacoronavirus (2%) y Norovirus (2%), sin embargo, los fragmentos obtenidos
fueron muy pequeinos y seria necesario profundizar su analisis para confirmar la

presencia de estos agentes.

Un resultado interesante fue la deteccion de Picornavirus (4% del total de
las secuencias virales encontradas), donde los Kobuvirus fueron la especie
predominante (representando un 67% de las secuencias adjudicables a
Picornavirus). Ademads, se encontraron secuencias asociadas a Astrovirus (0,4%

del total de las secuencias virales) (Figura R5.3).
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Figura R5. 3 Andlisis del viroma obtenido para el pool 1.

El segundo conjunto de materias fecales analizado (Pool 2: GC012056)

arrojo los siguientes resultados: 37% de secuencias virales, 60% de secuencias
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bacterianas y 1% de secuencias de mamiferos (Figura R5.4). Dentro del viroma

(total de secuencias virales) obtenido, Rotavirus A (8% del total viral) fue el

predominante, hecho esperado dado que una muestra positiva fue incluida como

control interno. Nuevamente un resultado interesante fue la presencia de

Picornavirus (3% de la abundancia total); Parvovirus (3%) y Mamastrovirus (2%

del viroma).

Figura R5. 4

A. El grafico muestra la abundancia
relativa de secuencias de virus y bacterias
encontradas en la corrida. Dentro de los
virus se observan las familias y los
géneros detectados. La identificacion de
las familias y géneros se realiz6 mediante
una comparacion de todo el conjunto de
secuencias obtenidas con la base de datos
del Genbank. Los principales parametros
para la comparacién fueron la longitud de
los fragmentos y la profundidad en cada
posicion (coverage).

B. Viroma de la corrida N°2. Se observan
los principales géneros detectados de los
cuales se descartan del analisis los virus
de bacteriasy los virus de bacteridéfagos.

e

Andlisis del viroma del pool 2.

135

o

(Cockstoot md mossic vive aw Y] . .
e ool LOS Virus que cumplieron con

Dragenty-assccaes mesoprage 1 00% [l

s ol |05 parametros necesarios

Emumocoscus phage v8.Eteezs0e4 0% [l

meeimerers oo 8 0arg ser analizados fueron

uncuiared phage citasghage 08% [
Faecal-sssocamd gemycrcubrvrus 8 08% [ H H H
st s RoOtavirus, Picornavirus
Ertarobactera prage Hcice oos I

e o o (KObUVirUS) y Astrovirus

Entorcbaciera prage sz 0% [

e o (Mamastrovirus).



Lic. Orlando Samuel Mirio Resultados: capitulo 5

- n /7
Discusion
El estudio del viroma de las materias fecales de potrillos con diarrea
evidencia que otros agentes virales que podrian estar involucrados en la
generacion de este sindrome clinico, como ser Alphacoronavirus, Norovirus,
Picornavirus y Mamastrovirus, algunos de los cuales han sido detectados en otras

especies animales o en humanos (Brugere-Picoux and Tessier, 2010; Munnink and

Hoek, 2016)

Los Alphacoronavirus (familia: Coronaviridae), son virus descriptos como
causantes de enfermedad respiratoria o gastrointestinal en humanos, cerdos, felinos,
caninos y murciélagos, pero no existen reportes en equinos (Gonzalez Arguedas, 2007;
Woo et al., 2009). EI genoma de los Alphacoronavirus es similar a los Betacoronavirus
en cuanto a tamafio, pero poseen caracteristicas antigénicas diferentes (Barros et al.,
2013; Woo et al., 2009). Son virus que poseen tropismo tanto por células intestinales
como respiratorias, por lo que podrian encontrarse en las muestras analizadas (Song et
al., 2015). Sin embargo, los fragmentos obtenidos solo nos permiten considerar la

hipétesis pero es necesario confirmar la deteccion del genoma viral por RT-PCR.

Los Norovirus han sido descriptos como agentes causantes de diarreas en
humanos y otras especies animales pero no en equinos (Mauroy et al., 2009;
Mauroy and Scipioni, 2008; Scipioni et al., 2008; Yilmaz et al, 2011). Nuestros
resultados podrian ser el primer reporte alertando sobre la probable participaciéon
de NoV en relacién con la diarrea en equinos jévenes. En el pool 1 se observa la
presencia de un 2% de secuencias similares a Norovirus, esto coincide con los
resultados previos dado que en la muestra E/2718/12 (incluida en este pool) se
habia visualizado una banda compatible con la esperada para Norovirus por RT-
PCR. Sin embargo, es necesario disefiar una nueva estrategia para confirmar la
presencia de los mismos, dado que estos virus probablemente posean

caracteristicas propias.

Los Kobuvirus (Familia: Picornaviridae), han sido reportados como agentes
causantes de diarrea en humanos, bovinos, caprinos y porcinos (Bodewes et al.,
2014; Candido et al., 2017; Melegari et al., 2016; Reuter et al., 2011). Sin embargo,

hasta la fecha no se han reportado como causantes de diarrea en equinos, por lo
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que nuestros resultados, al igual que para NoV, podrian ser el primer reporte sobre
la posible relaciéon entre Kobuvirus y la diarrea en potrillos. Los Kobuvirus
representaron el 4% y 3% de la diversidad viral observada en el grupo 1y 2,
respectivamente. En el Pool 1 se obtuvieron secuencias que cubren el 90% del
genoma de los Kobuvirus bovinos (8,25 kpb). En el Pool 2 se detectaron 3
fragmentos de 300pb, 350pb y 400pb, similares a genomas del género Kobuvirus
(Figura 6.5).

P1 P2 P3
IRES < >« > <455

SO N T ..

FiguraR5.5  Representacién esquemdtica de los fragmentos hallados en el Pool 2 sobre un

genoma de referencia de un Kobuvirus.

Los Mamastrovirus (Familia: Astroviridae) son virus que causan
enfermedad gastroentérica en humanos, felinos, ovinos, porcinos, bovinos y
visontes (Alfred et al., 2015; Brugere-Picoux and Tessier, 2010; Candido et al,,
2015; Cho et al, 2014; Moser and Schultz-Cherry, 2005; Sharp et al., 2015;
Thongprachum et al,, 2016; Xiao et al., 2017), sin embargo, hasta el momento no
han sido reportados en equinos. En los dos pooles se detectd un conjunto de
secuencias compatibles con Mamastrovirus. En el primer pool se obtuvo un grupo
de secuencias de 2,2 kpb similares a los Astrovirus reportados en conejos
(Brugere-Picoux and Tessier, 2010). Las secuencias corresponden a un fragmento
del ORF1b y del ORF2, pero con una alta divergencia que hizo imposible la
reconstruccion in silico del genoma completo mediante algoritmos bioinformaticos.
En el segundo pool, se obtuvieron secuencias parciales del ORFla y ORFl1b,
relacionadas filogenéticamente con Astrovirus bovinos y porcinos (Alfred et al.,
2015; Xiao et al.,, 2017). Ambos grupos de secuencias evidencian la presencia de
Mamastrovirus en las materias fecales equinas. Sin embargo, es necesario

confirmar los resultados por RT-PCR y secuenciacion convencional (Figura R5.6).
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Figura R5. 6 Representacion esquemdtica del genoma de los Mamastrovirus con los 3 marcos
abiertos de lectura. Los recuadros indican las secuencias obtenidas por NGS en azul para el Pool 1y en

rojo para el Pool 2.

Los CoV son patOgenos que van cobrando cada vez mas importancia como
agentes causantes de diarrea en caballos. Sin embargo los estudios realizados aun
continlan siendo escasos, por lo que analizar si estos virus estan presentes en las
poblaciones equinas de nuestro pais es muy importante (Gonzalez Arguedas,
2007). El ELISA utilizado, basado en anticuerpos monoclonales contra diferentes
proteinas estructurales de coronavirus bovino, indicé la presencia de CoV en las
muestras de equinos bajo estudio, siendo el porcentaje de individuos positivos
hallados similar a la incidencia hallada en otros lugares del mundo (Miszczak et al.,
2014; Pusterla et al., 2013). Sin embargo, los resultados obtenidos por RT-PCR y

los datos de NGS no confirmaron los hallazgos obtenidos por ELISA.

El conocimiento sobre CoVE es muy escaso, especialmente en lo referido a
su prevalencia en animales jovenes y a su significancia clinica. Por lo tanto, es
necesario continuar el estudio de los mismos, podrian modificarse los métodos de
extraccion de RNA para no perder eficiencia en la deteccién de agentes virales que

tienen RNA de simple cadena mediante los ensayos de RT PCR y NGS.

Los NoV son agentes bien conocidos relacionados con diarrea severa en el
hombre y en varias especies animales, esto motivd el objetivo de investigar la
presencia de los mismos como causantes de diarrea en potrillos en este trabajo de
tesis. Sin embargo, tanto con la estrategia tradicional (RT-PCR) como con la
secuenciacion de Ultima generacion (NGS) no se encontraron indicios suficientes
como para evidenciar la presencia de NoV y relacionarlos con el sindrome
diarreico en potrillos. Al igual que lo sucedido con los CoVE, nuestros resultados
indican que los NoV no estarian presentes en las muestras equinas analizadas,

pero, no podemos asegurar esta observacion dado que nuestro universo de trabajo

138



Lic. Orlando Samuel Mirio Resultados: capitulo 5

fue pequefio en relacion con la poblacion de equinos de nuestro pais, por lo que el

estudio de este agente viral podria continuar realizandose en futuros proyectos.

La metagenOmica es una metodologia de avanzada que nos permite
explorar la muestra desde una perspectiva integral considerando todas las
secuencias o genomas presentes. El estudio de los viromas fue facilitado por el
desarrollo de un protocolo de enriquecimiento de los genomas virales presentes en
la muestra, eliminando los de eucariotas superiores. Asi, se lograron corridas con
un alto porcentaje de genomas virales para analizar. Una de las ventajas de realizar
NGS es que nos permiten detectar agentes no buscados o que se encuentran en una
baja proporciébn dentro de la muestra y que se hacen visibles por el
enriquecimiento de la misma. Este trabajo constituye el primer ensayo para
determinar el viroma de las materias fecales equinas en condiciones de un cuadro
diarreico. Los virus encontrados, tales como Astrovirus (Mamastrovirus) y
Picornavirus (Kobuvirus bovino) constituyen un alerta y ponen en evidencia la
necesidad de profundizar el estudio para alcanzar conclusiones definitivas sobre el

papel que juegan estos agentes en las diarreas de los potrillos.

El género Kobuvirus ha sido descripto en gastroenteritis tanto en humanos
como en ganado bovino. Esto hace que la presencia de estos virus pueda
relacionarse con la diarrea observada en los potrillos de los que provenian las
muestras. Hasta el momento, los Kobuvirus no habian sido descriptos en relacién a
cuadros diarreicos en equinos, por lo que este seria el primer reporte en esta
especie. Futuros andlisis de estas muestras permitiran obtener el genoma completo
del agente y asi disefiar una RT PCR especifica para comenzar a estudiar el mismo

en la poblacién equina.

Dado que los resultados de NGS nos brindan informacion de pequefios
fragmentos que se ensamblan mediante andlisis in silico, los hallazgos de virus
encontrados por primera vez constituyen una evidencia que debe ser confirmada por

otros métodos como por ejemplo PCR convencional y posterior secuenciacion.
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Conclusiones
Parte 1

No se detectaron CoV o NoV en las muestras analizadas, por las técnicas

moleculares convencionales.

Parte 2

o Se obtuvo el “Viroma” de materias fecales equinas de potrillos diarreicos.

) Se detectaron CoV o NoV mediante NGS, sin embargo es necesario continuar
con su estudio para confirmar estos resultados.

. Se detectaron Picornavirus  (Kobuvirus), Parvovirus yAstrovirus
(Mamastrovirus), aunque se desconoce su implicancia como agentes

etiolégicos de las diarreas.

Perspectivas

Como resultado de este trabajo se gener0 la necesidad de realizar el andlisis
profundo de los resultados de metagenOmica, para luego realizar la bUsqueda por
(RT)-PCR en las materias fecales equinas y estudiar el posible rol de los agentes
detectados como causantes de diarrea. El andlisis propuesto incluye la
reconstruccion por bioinformética de las secuencias encontradas y ante la
confirmacion de los resultados, la comunicacion de los mismos a través de una

publicacion cientifica.
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Discusion
Las diarreas neonatales representan uno de los sindromes clinicos mas
relevantes y frecuentes en potrillos menores de 6 meses de edad (Magdesian et al.,
2014). Estos cuadros diarreicos pueden deberse a etiologia infecciosa y no
infecciosa, dentro de las primeras, Rotavirus grupo A representa el principal
agente viral asociado a diarreas en potrillos a nivel mundial (Frederick et al., 2009;

Magdesian et al., 2014), reconocido como tal desde la década del ‘80 (Estes and
Greenberg, 2013).

El laboratorio de Virus Equinos del Instituto de Virologia de INTA, comenzé
a estudiar las diarreas por RVA en potrillos de razas deportivas de Argentina,
principalmente de raza Sangre Pura de Carrera, desde el afio 1992 con la creacién
del Convenio de Vinculaciéon Tecnolégica INTA-Haras. A partir del servicio de
diagnostico brindado en este contexto, se formé una coleccion de muestras de
materia fecal positivas y negativas para este virus desde 1992 a la fecha. En
trabajos previos, se establecié que las variantes G3P[12] y G14P[12] constituyen
las cepas prevalentes desde el punto de vista epidemioldgico en Argentina
(Garaicoechea et al,, 2011); con el hallazgo puntual de un caso de diarrea en
potrillos asociado a una cepa de RVA G3P[3], que representaria una infeccion inter
especie con un virus de origen felino/canino (Mifio et al., 2013). En colaboracién
con el Instituto Rega de Bélgica y el RCWG se realizo6 el estudio de los genomas
completos de estas cepas, determinandose que el genoma de los RVA equinos es
altamente conservado, conteniendo dos alelos sélo para las proteinas VP7 (G3,
G14), VP6 (12, 16) y NSP4 (E2, E12) (Matthijnssens et al., 2012). Continuando con
esta linea de investigacion, en el presente trabajo de tesis se profundizaron varios
aspectos de la epidemiologia, la evolucién y la estructura de los Rotavirus que

infectan a los equinos.

En el 1° capitulo se describié la validacién de métodos de diagndstico
disefiados para humanos y bovinos para su uso con muestras equinas (Mifio et al,,
2015). Los ensayos de diagndstico rapido de RVA permiten aplicar un tratamiento
paliativo inmediatamente, para reducir el impacto negativo de la enfermedad y

evitar que la infeccion se disemine (Magdesian et al., 2014; Nemoto et al., 2010).
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Ademas, no se necesita de personal altamente entrenado, ni de equipo de
laboratorio sofisticado para realizar este tipo de ensayos. Como resultado de este
estudio, se determin6 que el FASTest® Rota strip fue el mas preciso, con la mayor
sensibilidad y especificidad para la deteccién de RVA en materia fecal de potrillos
con diarrea. Asimismo, nuestro ensayo ELISA KERI mostré una precision aceptable
(detras del FASTest® Rota strip), en lo referido a sensibilidad y especificidad con la
ventaja adicional que el costo es 10 veces mas bajo que los reactivos comerciales y
permite analizar un gran nimero de muestras simultineamente bajo condiciones
estdndares de laboratorio (Mifo et al, 2015). Por otra parte, el estudio de la
secuencia de aminodacidos y del modelo estructural de la proteina VP6 mostr6 que
muchas de las diferencias aminoacidicas mapean en o cerca de los sitios
antigénicos en el dominio H (&pice de VP6). Estas diferencias explican las
variaciones antigénicas entre los genotipos 12 e 16, las cuales tienen importantes
implicancias al momento de realizar el diagndéstico de los RVA equinos (Mifio et al.,

2016).

En el 2° capitulo se describié la epidemiologia molecular de los RVA equinos
que han circulado en la Argentina desde 2009 a 2014, informacidn
complementaria a la descripta en estudios previos (Garaicoechea et al., 2011;), lo
que permite profundizar el conocimiento de lo acontecido con esta infeccién viral
desde la década del 90’hasta el presente. El estudio realizado confirma que
G3P[12] y G14P[12] contintan siendo los genotipos predominantes en
concordancia con lo observado previamente en Argentina (Garaicoechea et al,,
2011; Mifio et al,, 2015) y en el resto del mundo (Bailey et al., 2013; Matthijnssens
etal,, 2015; Papp et al,, 2013).

Durante el periodo estudiado se observé una fluctuacion en la prevalencia
anual entre los genotipos de RVA G3 y G14, tal como se describe en humanos
(Degiuseppe et al,, 2016). Este comportamiento, que bien podria deberse a la
presion de seleccidn ejercida por la vacunacion sistematica con la cepa G3, también
podria estar influenciado por las caracteristicas intrinsecas naturales de la
infeccion de acuerdo a lo que revelan los estudios filodinamicos realizados. Esto es
que, los altos niveles de anticuerpos poblacionales generados por la infeccion de

un genotipo en un afio determinado promueven el aumento de la prevalencia del
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otro genotipo al afio siguiente, estableciéndose asi una alternancia natural entre
los genotipos virales que producen la enfermedad (Degiuseppe et al, 2016;
Matthijnssens et al.,, 2015). Esta observacion evidencia la importancia de mantener
los programas de vigilancia epidemioldgica constante de las enfermedades
infecciosas, en este caso, permite visualizar la necesidad de contar con una

herramienta de prevencion especifica de las infecciones con RVA G14P[12].

A partir de del estudio de RVA equinos de Argentina y en el resto del
mundo, sumados a la informaciéon generada respecto de las cepas de RVA
detectadas en otras especies de Sudamérica - incluyendo humanos, bovinos,
caprinos y camélidos sudamericanos- en el 3° capitulo se realiz6 un analisis
evolutivo y filodinamico de estos virus y de la infeccion. Este andlisis dio como
resultado varios hallazgos muy interesantes y novedosos respecto a la evolucion
de este virus; los datos obtenidos permitieron concluir que el origen de las cepas
se remontan hasta el momento mismo de la introduccién de los primeros equinos y
bovinos a Sudamérica, especificamente a la region del Rio de la Plata, realizada
durante la 1r2 Fundacién de Buenos Aires en 1.536 por Pedro de Mendoza

(Bernand, 2005; Cabrera, 1945).

Los Rotavirus tienen la capacidad de generar cambios en su genoma por
medio de tres mecanismos generales, las mutaciones puntuales, las cuales se
acumulan y producen el cambio gradual de las cepas, la reasociacién de segmentos
en la infeccion simultdnea con dos cepas distintas, y la interaccion entre proteinas
virales que favorece las combinaciones que poseen mejor eficacia bioldgica.
(McDonald et al., 2016). Los andlisis evolutivos muestran que las cepas de RVA G3
y G14 equinas presentan linajes con correlaciéon geografica, siendo las cepas de
Sudamérica monofiléticas para los genotipos de VP7 (G3, G14) y VP6 (12 e 16), lo
que pone en evidencia que estas cepas poseen un Unico ancestro comun, el cual por
medio de las mutaciones puntuales (primer mecanismo evolutivo), fue
adquiriendo una identidad que los distingue de los RVA equinos Europeos o
Asiaticos. Ademas, los analisis de topologias mostraron que la poblacion viral no se
encuentra sometida a presiones selectivas (inmunolégicas), lo que se observa
también en los andlisis filodinamicos que muestran que la diversidad genética de la

poblacion se mantiene constante a través del tiempo (Norstrom et al., 2012; Volz et
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al.,, 2013). Interesantemente, el analisis filogenético de la proteina NSP4 (E12),
muestra una correlacion perfecta con la época en que los caballos fueron
introducidos a nuestro continente. Este, podria constituir un modelo de cémo un
gen primitivo (E12) fue tomado de los RVA circulantes en una especie autéctona de
la region (los guanacos) (de Lamo, 2011), y fue fijado en la poblacién de RVA de los
equinos de Sudamérica hasta la actualidad (segundo mecanismo evolutivo). El gen
de NSP4, podria considerarse un gen marcador ya que permite diferenciar los RVA
equinos de Sudamérica de los Europeos 6 Asiaticos. Mas interesante aun es el
hecho de que este gen ha sido fijado no sélo en equinos sino en la mayoria de las
especies introducidas en el continente americano como caprinos (Louge et al,,
2014), bovinos (Badaracco et al.,, 2014), y hasta ha sido detectado en humanos
(Martinez et al., 2014). Este resultado abre un conjunto de nuevos interrogantes y
una linea de investigacion del estudio de interaccién de esta enterotoxina viral con

los receptores celulares presentes en cada especie.

A partir del hallazgo de variantes virales que escapaban a su deteccion en
los métodos de ELISA monoclonal (capitulo 2), en el 4t capitulo se realizaron
estudios estructurales que describen la interaccion entre variantes especificas de
VP6 y VP7 (G3:16 y G14:12), que portan los RVA equinos (Mifio et al., 2016).
Conociendo el hecho de que las interacciones de proteinas virales juegan un rol en
la co-evolucion de los genes (tercer mecanismo evolutivo) de los virus con ARN
segmentado (Dugan et al.,, 2008; Graham et al., 1987; Heiman et al,, 2008; Lubeck
et al, 1979; Nibert et al., 1996; Trask et al., 2012; McDonals et al., 2016), los cuales
restringen la generacion de particulas virales viables y la capacidad para infectar
distintas especies animales. Teniendo en consideraciéon estas investigaciones y
basdandonos en métodos gendmicos y estructurales, nuestro trabajo aporta
evidencia del ligamiento genético entre las proteinas VP7 y VP6 (G3:16 y G14:12) de
los genes de RVA equino, los cuales pueden ser explicados por interacciones
proteina-proteina que definen la capacidad biolégica de los viriones de RVA,
restringiendo la recombinacién de cepas que infectan el mismo huésped (Mifio et

al, 2016).

Finalmente, dado que del total de casos de diarrea que ingresan al servicio

diagnostico, alrededor del 75% permanecen sin diagnostico etioldgico (capitulo 2),
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y que esta situacion es similar en otros laboratorios de Argentina, de Estados
Unidos y Europa (Frederick et al., 2009; Matthijnssens et al, 2015), en el 5t
capitulo de este trabajo de tesis, se realizd6 la busqueda de otros agentes
potenciales causantes de diarrea en equinos. En una primera etapa, se utilizaron
métodos de uso cotidiano en el laboratorio (ELISAs y RT-PCR) (Mauroy et al.,
2009; Miszczak et al, 2014; Oue et al, 2011; Pusterla et al, 2013). Esta
aproximacion diagndstica arrojé resultados no concluyentes o negativos en cuanto
a los agentes estudiados, Norovirus y Coronavirus. Por tal motivo, se realizaron
estudios de metagendmica (next generation sequencing) de un pool de las materias
fecales equinas (Conceigdo-neto et al., 2015). Como resultado se obtuvo el viroma
de las materias fecales equinas en condiciones de diarrea, detectando varios
agentes virales (Coronavirus, Norovirus, Picornavirus, Parvovirus vy
Mamastrovirus), que podrian estar relacionados con el cuadro de diarrea de los
potrillos. Estos resultados, si bien preliminares, abren un area de investigacién que
se iniciara con la confirmacién del hallazgo de cada agente y la reconstruccién de
los genomas completos de los mismos. Luego, a partir del disefio de métodos
diagnosticos especificos para cada uno, podremos estudiar su implicancia real en
las diarreas de los potrillos, asi como su rol epidemioldgico. Este conocimiento
permitira la toma de decisiones respecto de la prevencion y control de las diarreas

en potrillos, hasta el momento focalizados inicamente en Rotavirus.

Los resultados de este trabajo de tesis aportan conocimiento sobre los
meétodos diagndsticos utilizados para detectar RVA en equinos y explican la razén
por la cual algunos reactivos comerciales fallan en detectar a uno de los RVA
equinos predominantes. Ademas, describen la evolucién de los RVA en equinos,
aportando datos sobre relaciones geograficas y ancestrales que permiten plantear
teorias histdricas de como se generaron estas caracteristicas moleculares. Explican
la asociacién de las proteinas estructurales y describen el mecanismo por medio
del cual se produce el ligamiento genético. Finalmente también se aportan datos
sobre otros agentes que podrian estar implicados en la generaciéon de este
sindrome clinico a través del conocimiento del viroma de las materias fecales en

condiciones de diarrea de los potrillos de la Argentina.
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Perspectivas

Si bien este trabajo de tesis aporté considerablemente al conocimiento de la
infecciéon por RVA en potrillos, sobre todo en la epidemiologia y en la estructura y
evoluciéon viral, son también numerosos los interrogantes que quedan sin

respuesta y que constituyen hipétesis de trabajo muy interesantes para explorar.

Instrumentar en forma permanente la vigilancia epidemiolégica de RVA, de
modo de detectar inmediatamente la circulacién de nuevos genotipos y cepas

antigénicamente distintas.

Continuar con los esfuerzos para obtener una cepa de RVA G14P[12]
adaptada a la multiplicacién en cultivos celulares para ser incorporada en la

vacuna y de ese modo contribuir en la prevencidon de las diarreas en potrillos.

Analizar mayor numero de muestras para estudiar el “viroma” de la materia
fecal de potrillos con diarrea y profundizar el analisis de los resultados de
metagenOmica, para establecer definitivamente el rol de los agentes virales

detectados como causantes de diarrea.
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