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Resumen

Rotavirus especie A (RVA) es considerado una de las principales causas de
gastroenteritis viral aguda en humanos y animales jovenes en todo el mundo,
estando asociado a enfermedad diarreica deshidratante en granjas de produccion
animal. Son escazas las investigaciones que han centrado su objeto de estudio en
caracterizar genéticamente a rotavirus infectante de conejos, o rotavirus cepa
lapine (LRV), no obstante, los genotipos asociados a LRV han sido G3 (VP7) y
P[14] y P[22] (VP4). En el presente trabajo de investigacion, se realizd la
caracterizacion genotipica de RV identificado en conejos con signologia entérica
procedentes de la principal entidad productora y comercializadora de carne de
conejo en México. A través del analisis molecular y filogenético de los genes VP7,
VP4 y NSP4 de la cepa de rotavirus detectada en este estudio (C-3/15), se
identificaron los genotipos G3 P[8] E2 de RV, sin embargo, ninguno de ellos
presentd una relacién importante con ningun rotavirus lapine reportado. Los
genotipos G3 y P[8] se asociaron estrechamente con rotavirus humanos (HRV),
mientras que E2 presenté un alto grado de identidad con una cepa vacunal de
rotavirus. Se plantea que C-3/15 posiblemente es resultado de rearreglos genéticos
involucrando cepas de rotavirus humano salvaje y cepas vacunales, quedando por
dilucidar su papel en la induccién de signologia entérica en conejos, no obstante,
los datos sugieren que probablemente se trate de un evento aislado sin representar
un riesgo para la poblacion animal y humana. Para confirmar estos resultados, se
sugiere la implementacion de estudios de vigilancia epidemiologica de RV, cuya
informacion seria de gran importancia para determinar si los genotipos identificados
en esta investigacibn son comunes a una cepa de RV salvaje circulante en la
region de estudio, o se trata de un evento aislado sin mayor significancia biolégica.
El presente trabajo representa el primer informe sobre la presencia de rotavirus
humanos en conejos con signologia entérica, asi como la identificacion de un
posible rearreglante entre cepas HRV y cepas vacunales en animales, ademas,
este representa el primer reporte de identificacion de los genotipos G3 P[8] E2 de

RV en un conejos con enfermedad entérica.
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1. Introduccion

En el Estado de México, las actividades de caracter agropecuario tienen un papel
fundamental en el engranaje de la economia local, regional y estatal. En el afio
2018, se registré una produccion de 429,786 litros de leche, 172,659 toneladas de
carne en canal y 95,330 toneladas de ave de engorda, representando las principales
actividades ganaderas de la entidad (SAGARPA, 2018).

Otra actividad pecuaria que paulatinamente estd cobrando importancia y se
encuentra en constante crecimiento, es la produccion cunicola. La Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion, estimé que en el afio
2016, la produccién nacional de carne de conejo super6 las 15 mil toneladas, siendo
las entidades de mayor produccion Puebla, Tlaxcala, Morelos, Michoacén, Querétaro
y el Estado de México, siendo este ultimo el principal productor y consumidor de
carne de conejo (SAGARPA, 2016).

Si bien la cunicultura en el Estado de México se encuentra en constante crecimiento,
sigue siendo en su mayoria una actividad de traspatio y de subsistencia alimentaria
(Comité Nacional Sistema Producto Cunicola, 2017). Uno de los mayores problemas
que enfrenta la produccién cunicola de traspatio, es la falta de informacién respecto
a las buenas practicas de produccion pecuaria, especialmente las relacionadas a los
temas de sanidad, bioseguridad y bienestar animal. Dicha situacion puede favorecer
la presentacion y replicacion de agentes patdgenos causales de diversas
enfermedades, entre ellas, las de caracter entérico, mismas que tienen una gran
importancia dentro de las producciones debido a su impacto productivo y econémico
(Lavazza et al., 2008; Papp et al., 20132).

Uno de los agentes patdbgenos que pueden causar signologia entérica en la
poblacién cunicola, es Rotavirus (RV) (Lavazza et al., 2008; Kerr y Donnelly, 2013).
Rotavirus especie A (RVA). Rotavirus son agentes virales pertenecientes al reino
Riboviria, familia Reoviridae, subfamilia Sedoreovirinae, género Rotavirus (ICTV,
2018), los cuales son considerados una de las principales causas de diarrea viral
aguda en humanos y en diversas especies animales en todo el mundo (Estes y
Greenberg, 2013; Troeger et al., 2017).



Rotavirus presenta un genoma constituido por once segmentos de RNA de cadena
doble (dsRNA), los cuales codifican para seis proteinas estructurales (VP1-VP4, VP6
y VP7) y seis proteinas no estructurales (NSP1-NSP6) (Pesavento et al., 2006).
Dicha estructura genética (dividida o segmentada), incrementa la posibilidad de
generacion de recombinaciones (duplicaciones, deleciones, inserciones) y
rearreglantes genéticos (parciales o verdaderos), involucrando uno o varios
segmentos de dsRNA (Kojima et al., 2000; Parra et al., 2004; Luchs y Timenetsky,
2014).

Dichas caracteristicas facultan a RV para cruzar barreras interespecies e infectar
distintas poblaciones animales y humanas, de modo que pueden generarse
infecciones heterdlogas, incluyendo eventos de zoonosis y antropozoonosis, lo cual
ha sido ampliamente reportado en circunstancias naturales y experimentales (De-
Leener et al., 2004; Matthijnssens et al., 2006; Bonica et al., 2015; Komoto et al.,
2016).

Las proteinas de la capside externa VP7 y VP4, representan los principales
determinantes antigénicos, ya que provocan de forma independiente respuestas de
anticuerpos neutralizantes, y es a partir de su variabilidad genética que se
determinan los genotipos G y P respectivamente de RV (Estes y Greenberg, 2013).

Actualmente, han sido reconocidos 36 genotipos G y 51 genotipos P (RCWG, 2019).

Rotavirus cepa Lapine ha sido identificado en Canada (Petric et al., 1978), Japon
(Sato et al., 1982), Italia (Castrucci et al., 1985; Matthijnssens et al., 2006; Martella et
al., 2003), Estados Unidos (Conner et al., 1988; Ciarlet et al., 1997), Hungria (Banyai
et al., 2005), China (Guo et al., 2012), Paises Bajos (Schoondermark-van de Ven et
al., 2013) y Corea (Kim et al.,, 2013; Oem et al.,, 2019), y los que han sido
caracterizados pertenecen en su mayoria al genotipo G3 de VP7 y al genotipo P[14]
y P[22] de VP4.

La caracterizacion genotipica de RV se ha basado en un sistema de clasificacion
binario, motivo por el que se ha determinado que dicha informacién podria no ser

suficiente para obtener datos concluyentes acerca de la composicion genética



general de RV. Por lo anterior, Matthijnssens et al., (2008), en colaboracién con el
Grupo de Trabajo de Clasificacion de Rotavirus y el Comité Internacional de
Taxonomia Viral, establecieron un nuevo sistema de clasificacion, basado en la
secuencia de nucledtidos de todos los segmentos del genoma de RV (costelacion)
para su uso en la designacién de nuevos genotipos. De esta manera, todos los
genes estan identificados y diferenciados de acuerdo con determinados puntos de

corte de las identidades de secuencia de nucledtidos.

Actualmente, sélo han sido caracterizadas cuatro constelaciones de LRV: la cepa
30/96 en ltalia (Martella et al., 2003; Matthijnssens et al., 2006), la cepa N-5 en
China (Guo et al., 2012), la cepa K1130027 en los Paises Bajos (Schoondermark-
van de Ven et al., 2013) y la cepa Rab1404 en Corea (Oem et al., 2019).

Si bien se recomienda el estudio y analisis de las constelaciones de RV, el criterio de
seleccidon de los genes bajo estudio puede determinarse en funcion del objetivo de
investigacion, tales como los segmentos 3 (VP3), 4 (VP4), 5 (NSP1), 9 (VP7) y 10
(NSP4), mismos que han sido asociados a la virulencia viral (Hoshino et al., 1995;
Greenberg y Estes, 2009; Tsugawa et al., 2014).

La investigacion acerca de las caracteristicas moleculares de rotavirus, es
fundamental para comprender aspectos de gran importancia como la dindmica
epidemioldgica del virus; para analizar sus complejos patrones evolutivos; identificar
y rastrear eventos de recombinacion y rearreglos genéticos que posibilitan la
transmision interespecies; disefio de vacunas; generar predicciones sustentadas
sobre el comportamiento de RV a través de las poblaciones, orientadas a la

preservacion de la salud humana y animal.

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion es caracterizar los genes de
rotavirus asociados a virulencia, aislado a partir de conejos (Oryctolagus cuniculus)

con signologia entérica, procedentes de la principal entidad productora de México.



2. Revision de literatura
2.1. Rotavirus

Los Rotavirus (RV) son virus RNA de doble cadena (dsRNA), miembros del reino
Riboviria, familia Reoviridae, subfamilia Sedoreovirinae, género Rotavirus (ICTV,
2018; Estes y Kapikian, 2007), causan enfermedad diarreica severa en diversas
especies de mamiferos (Bishop, 2009; Estes y Greenberg, 2013) y representan una
de las principales causas de diarrea asociada a la hospitalizacion infantil en nifios

menores de 5 afios en todo el mundo (Troeger et al., 2017).
2.1.1. Antecedentes

Durante los ultimos 40 afios, han sido descubiertos y estudiados diversos virus como
principales agentes causales de gastroenteritis, entre los que se encuentran
Adenovirus, Minireovirus, Agente Norwalk, Astrovirus, Calicivirus, Coronavirus y
Rotavirus, siendo estos ultimos los mayormente identificados en infecciones en
nifos, y animales jévenes. Rotavirus ha cubierto los requisitos necesarios para ser
definido como un agente patdégeno causante de gastroenteritis en humanos y
animales, tales como el hallazgo y cultivo del virus a partir del intestino del caso
clinico, generacién de una respuesta inmune especifica y transmisibilidad natural y

experimental de la enfermedad (Bastardo y Maldonado, 2012).

En humanos, RV fue inicialmente descrito en 1973 por Ruth Bishop y colaboradores
en Melbourne, Australia (Bishop et al., 1973; Flewett et al., 1973), identificado en
células del epitelio de la mucosa duodenal de nifios con gastroenteritis,

posteriormente detectado en heces de nifios con gastroenteritis aguda (Vizzi, 2009).

Al siguiente afio, mediante microscopia electrénica y tincion negativa, fueron
reconocidas particulas virales de 65 - 75 nandmetros (nm) de diametro en heces de
diferentes niflos con gastroenteritis aguda en Canada, Estados Unidos de

Norteamérica, Australia e Inglaterra (Bastardo y Maldonado, 2012).



Sin embargo, antes de 1973, RV ya habia sido descubierto en ratones diarreicos
(Adams y Kraft, 1963), monos (Malherbe y Harwin, 1963) y ganado (Mebus et al.,
1969). Desde entonces RV ha sido identificado en animales jévenes de muchas

especies de mamiferos y aves (Desselberger, 2014).

El nombre rotavirus fue derivado del latin “rota” que significa rueda, porque al
microscopio electrénico las particulas virales completas o viriones se asemejan a las
ruedas de una carreta antigua, por tal aspecto se denominé Rotavirus a éste género
(Flewett et al., 1974; Lépez et al., 2007).

Al inicio, estos virus fueron nombrados Orbivirus (1973), Rotavirus (1974), Duovirus
(1975), Virus de la Gastroenteritis Infantil (1975), agentes parecidos a los Reovirus
(Kapikian en 1976 y Konno en 1977), sin embargo, rotavirus se eligi6 como nombre
genérico oficial en 1979 (Bastardo y Maldonado, 2012).

2.1.2. Clasificacion

De acuerdo con Comité Internacional de Taxonomia Viral, rotavirus es clasificado
como un género dentro del reino Riboviria, familia Reoviridae, subfamilia
Sedoreovirinae, sin orden asignado (ICTV, 2018), ademas, pertenecen al grupo Il
de la Clasificacién de Baltimore.

Hasta hoy en dia, de acuerdo con la reactividad serolégica y la variabilidad genética
de la proteina de la capa intermedia de la capside VP6, se han diferenciado nueve
especies de Rotavirus (A, B, C, D, E, F, G, H e 1), los cuales difieren en sus
caracteristicas genéticas, antigénicas, epidemiolégicas, la especie animal y los
grupos de edades mas susceptibles (Matthijnssens et al., 2011?; Patton, 2012;
Mihalov-Kovécs et al., 2015).

Los Rotavirus pertenecientes a las especies A, B 'y C (RVA, RVB y RVC,
respectivamente), son conocidos por infectar humanos y diversos animales
(principalmente los de la especie A), mientras que las especies D, E, F, Gy H (RVD,
RVE, RVF, RVG y RVH) hasta el momento so6lo se han identificado en animales,

(cuadro 1) (Matthijnssens et al., 2012). Por otro lado, la especie | fue identificada en



perros en Hungria por Mihalov-Kovacs et al., (2015), cuyas secuencias mostraban
una limitada homologia con secuencias representantes de las 8 especies de RV (A-
H), motivo por el cual la propuesta fue revisada y aceptada por el Comité
Internacional de Taxonomia Viral y el Grupo de Trabajo de Clasificacion de

Rotavirus.

Actualmente se encuentra bajo revision la propuesta de integracion de RV especie J

(Banyai et al., 2017), identificado en murciélagos en Serbia.

Cuadro 1. Especies de Rotavirus detectados en diferentes especies de mamiferos y/o aves.
(Ghosh y Kobayashi, 2014; Banyai et al., 2017).

Especie de Rotavirus Especies hospedadoras
A Amplia variedad de especies de mamiferos y aves
B Humanos, ganado, cabras, cerdos, ratas y ovejas
C Humanos, ganado, perros, cabras, hurones y cerdos
D Pavos y pollos
E Cerdos
F Pollos
G Pollos
H Humanos y cerdos
I Perros
J* Murciélagos

*Bajo revisiéon

Con base a la especificidad antigénica de la proteina VP6, dentro de la especie A se
han distinguido 4 subgrupos (I, Il, I+11 y no I/no 1) los cuales se asignan de acuerdo a
la presencia o ausencia de dos distintos epitopes reactivos con uno, ambos o
ninguno de los anticuerpos monoclonales (Solberg et al., 2009; Bastardo y
Maldonado, 2012).

VP7 (glicoproteina) y VP4 (sensible a la accion de proteasas), son proteinas de la
capa externa de la capside que representan los principales determinantes
antigénicos, ya que provocan de forma independiente respuestas de anticuerpos
neutralizantes, y es a partir de su variabilidad genética que se determinan los

genotipos G y P respectivamente (Estes y Cohen, 1989; Estes y Kapikian, 2007). Al



menos 36 genotipos G y 51 genotipos P (figura 1) se han reconocido hasta la fecha
(Matthijnssens et al., 2011%; Trojnar et al., 2013; ICTV, 2018; RCWG, 2019).

AB,C
(Humanosy animales)
Familia - Grupes o E.’ FGI1 vES
Reoviridae (Ammalgs)
| *J (Murciélagos).
Subfamilia
Sedoreovirinae
Cl, G (36)— VP7
énero .
Rotavi Genotipos ~|i
P (51)-VP4

Figura 1. Clasificacion de los Rotavirus (Matthijnssens et al., 2011?%; ICTV, 2018; RCWG,
2019).

El sistema clasico de clasificacion de serotipo ha sido reemplazado casi por
completo por un sistema de clasificacion de genotipo basado en diferencias de
secuencia de los respectivos segmentos de genes. Para los tipos G, serotipos y
genotipos son sindnimos, por ejemplo, G1, G2, G3, etc. Para los tipos P, hay
muchos mas genotipos P que sueros de referencia que determinen los serotipos P,
por lo tanto, se ha adoptado una doble nomenclatura, por ejemplo, P1A[8] que
designa el serotipo P1A y el genotipo P8 (Estes y Greenberg, 2013), de esta
manera, los genotipos P son denominados por un numero entre corchetes. Los
genotipos P[4] y P[8] corresponden a dos subtipos de serotipo P (P1A y P1B) (L6pez
et al., 2007).

2.1.3. Estructura

El virion de RV mide de 70 - 100 nandmetros de diametro aproximadamente, no
presenta envoltura lipidica y posee una capside proteica constituida por tres capas
concéntricas (figura 2). Cada particula contiene una RNA-Polimerasa dependiente



de RNA (Estes y Cohen, 1989). En total, las proteinas codificadas por RV son seis
proteinas estructurales (VP1-VP4, VP6 y VP7) y seis proteinas no estructurales
(NSP1-NSP6) (Pesavento et al., 2006; Estes y Greenberg, 2013).

Como se ha mencionado, el virion de las diferentes especies de rotavirus esta
compuesto por tres capas conceéntricas de proteinas que engloban el genoma viral.
La capa externa se encuentra conformada por la glicoproteina VP7 y la proteina
sensible a proteasas VP4; la capa intermedia se conforma por la proteina VP6,
misma que constituye aproximadamente el 50% de la proteina total del virion. Esta
proteina, que es la mas abundante, rodea la capa interna del virus, la cual esta
formada por las proteinas VP1, VP2 y VP3 (Estes y Kapikian, 2007).

El triple estrato proteico que forma al virion esta constituido por una capa interna
(nucleo o core) compuesta por 120 moléculas (60 dimeros) de la proteina VP2, que
rodea al genoma viral, asi como la RNA polimerasa dependiente de RNA viral
(RdRp) VP1 y la proteina VP3 (McClain et al., 2010). Las proteinas VP1 y VP3 se
encuentran involucradas en el proceso de transcripcion del RNA viral, y se unen a la
superficie interna de la proteina VP2, formando de esta manera un complejo
trimérico. Doscientos sesenta trimeros de VP6 constituyen la capa intermedia, que
junto a la capa interna forma las particulas de doble capside o DLP (por sus siglas
en inglés: double-layer particle). La superficie lisa del virus estd compuesta por 780
moléculas de VP7 (doscientos sesenta trimeros), que interactian con VP6, mientras
gue 60 espiculas de trimeros de VP4 (180 moléculas), se proyectan hacia el exterior
de la superficie viral. VP4 y VP7 encierran las DLP formando una particula de triple
capa (TLP [triple-layer patrticle]) o virion (figura 3) (Estes y Kapikian, 2007; citados en
Vizzi, 2009).



A B c D
SEGMENTOS PROTEINAS VIRION (LOCALIZACION DE CAPAS DE
DEL GENOMA CODIFICADAS LAS PROTEINAS Y DEL PROTEINAS

GENOMA DE ARNdc)

Capa Externa
(VP4,VP7)

e

Capa Intermedia
(VP6)
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Figura 2. Representacion de la estructura de rotavirus: A) los once segmentos de dsRNA
gue conforma el genoma de RV, como se observan por Electroforesis en Gel de
Poliacrilamida (PAGE); B) proteinas codificadas por los once segmentos gendémicos; C)
disposicion de las proteinas y el genoma de dsRNA para formar el virién o particula viral
completa; D) las tres capas proteicas que engloban el genoma viral y las proteinas que
integran cada capa. Tomado de Bastardo y Maldonado, (2012).

TLP

Figura 3. Modelo de reconstruccion a través de Cryo-EM de particulas de triple capa
(TLP) y particulas de doble capa (DLP) de Rotavirus. Tomado de Jayaram et al., (2004).



La proteina VP4 posee funciones esenciales en el ciclo de replicacion viral,
incluyendo la unién al receptor (presenta un sitio de clivaje para la tripsina) y la
penetracion a la célula infectada, por tanto, las propiedades de VP4 son
determinantes del rango de hospedero, virulencia, tropismo, e induccion de
inmunidad (Estes y Kapikian, 2007). En diversas cepas, VP4 es una hemoaglutinina
que media el ataque celular, la virulencia y la restriccion de crecimiento en
condiciones de cultivo in vitro. Por su parte, VP7 es una glicoproteina que al igual
que VP4, es inmunogénica. Si bien su papel durante las primeras interacciones virus
— célula no se encuentra del todo claro, se ha informado que tiene interacciones con

la superficie celular en eventos posteriores a la unién inicial (Zarate et al., 2004).

El clivaje de VP4 con tripsina en la célula huésped da como resultado la escision
especifica de VP4 para generar los subdominios VP8* y VP5* (Crawford et al.,
2001). La estructura tridimensional del viribn ha sido determinada por
criomicroscopia electrénica (cryo-EM) y tomografia de una sola particula a una
resolucion alrededor de 4.3° en donde se observa una intensa interaccion de VP4
tanto con VP6 (en donde el subdominio VP5* est4 semi-enterrado) y VP7 (figura 4)
(Settembre et al., 2011).

La estructura y las interacciones de VP4 con otras proteinas estructurales permiten
la descripcion de un mecanismo de entrada de RV. Se ha demostrado que los
trimeros de VP4 Unicamente pueden ser observados por cryo-EM en TLP’s

cultivadas en presencia de tripsina (Crawford et al., 2001).

En el interior de la capa interna se encuentran los once segmentos de dsRNA,
constituyendo el genoma de RV. Estos segmentos, segun lo revelan estudios de
criomicroscopia electrénica, parecen estar ordenados geométricamente dentro de la

particula viral (Bastardo y Maldonado, 2012).

10



Figura 4. Interaccion de las proteinas estructurales de rotavirus. Vista en corte lateral de
las interacciones de VP4 en la TLP. El subdominio VP8* se muestra en morado y VP5* en
rojo. El segmento VP5* que formara el doble enrollamiento (c-c) en la conformacién post-
entrada esta en azul (cian). Los dominios globulares de VP5* se encuentran anclados a
VP6 (verde). Tomado de Settembre et al., (2011).

2.1.4. Genoma

El genoma viral de rotavirus tiene una longitud aproximada de 18.500 pares de
bases (pb), esta constituido por 11 segmentos de dsRNA, mismos que codifican seis
proteinas estructurales y seis no estructurales (Prasad et al.,, 1996; Gaunt et al.,
2013), (de 667 hasta 3.302 nt). Todos los segmentos gendmicos de RV son
monocistronicos, a excepcion del 11° segmento, el cual codifica para las proteinas
NSP5 o NSP6, dependiendo de la cepa (Estes y Kapikian, 2007; Desselberger,
2014), en el cuadro 2, se muestran las asignaciones gen-proteina y proteina-funcion

determinadas a través del andlisis de varias cepas de RVA.

La cadena positiva de cada segmento del genoma de RV, abundante en guanina y
uracilo, presenta una secuencia cap m7GpppG(m)GPy en su extremo 5 terminal,
una serie de secuencias conservadas en la region 5’ no codificante (GGC), un marco
de lectura abierto (ORF), un codon de paro y otra serie de secuencias conservadas

en la region no codificante 3’, que termina siempre en ACC (figura 5).
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Cuadro 2. Asignaciones gen-proteina, localizacién de la proteina y proteina-funcion

adaptadas a Rotavirus de bovino RF cepa (G6P6 [1]). Tomado de Desselberger, (2014).

Segmento  Medida Proteina  Medida Localizacion Moléculas / Funcion
del (pb) codificada (kDa) en el virion virién
genoma
1 3302 VP1 125 Nucleo 12 RdRp; union de
ssRNA; complejo con
VP3
2 2687 VP2 94 Nucleo 120 Envoltura del ndcleo;
union de RNA;
requerida para la
actividad de RdRp
3 2592 VP3 88 Nucleo 12 Guanililtransferasa;
metiltransferasa; 2,
5’-fosfodiesterasa;
union a SsRNA;
complejo con VP1
4 2362 VP42 86 Capa externa 180 Homotrimero;
Antigeno de
neutralizacion tipo P;
proteina de fijacion;
proteasa que mejora
la infectividad;
virulencia; fusién con
la membrana celular
5 1581 NSP1 58 No - Antagonista de
estructural interferon; ligasa E3;
uniéon a RNA
6 1356 VP6 44 Capa 780 Homotrimero,
intermedia especie-determinante;
proteccion
(neutralizacion
intracelular);
requerida para la
transcripcion
7 1062 VP7P° 37 Capa externa 780 Homotrimero;
glicoproteina;
antigeno de
neutralizaciéon tipo G;
dependiente de Ca2+
8 1059 NSP2 36 No - Octdmero; se une a
estructural RNA; NTP-asa;
quinasa PND;
desestabilizadora de
hélice; esencial para
la  formacion de
viroplasma
9 1074 NSP3 34 No - Dimero; se une a la
estructural region 3’ terminal de

SSRNA  (+)  viral,
elF4G celular, Hsp90;
desplaza a PABP;
inhibe la traduccion
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de proteinas  del

hospedero
10 751 NSP4 20 No - Glicoproteina
estructural transmembrana  del
RER; viroporina;

receptor intracelu- lar
para DLPs; interactia
con viroplasmas y la
via de la autofagia;
modula el Ca2+
intracelular y la
replicacion del RNA;
enterotoxina
(secretada); virulencia
11 666 NSP5 21 No - Dimero; proteina fosfo
estructural y O-glicosilada; unién
de RNA; quinasa;
esencial para la

formacion de
viroplasma,;
interaccién con VP2
- NSP6¢ 12 No - Interaccion con NSP5,
estructural localizada en
viroplasma

a Escindido por tripsina o proteasa celular para generar los subdominios VP5* y VP8*,
b Péptido sefial de escisién terminada.

¢ Segundo ORF del segmento 11 de RNA.

No poseen sefial de poliadenilacion en el extremo 3’ terminal, en su lugar, presentan
una secuencia consenso corta (GACC), altamente conservada en todos los
segmentos del genoma viral. La condicion segmentada del genoma de RV
constituye una base importante para el estudio y caracterizacion de sus
caracteristicas antigénicas y replicativas, asi como su mecanismo de evolucion mas
comun, denominado rearreglo génico (rearreglante) o "shift" (intercambio de genes

entre cepas) (Estes y Kapikian, 2007; citados en Vizzi, 2009).
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Figura 5. Representacién de la estructura comuln a los once segmentos del genoma de
Rotavirus. Cada segmento posee un marco de lectura abierto (ORF) que se muestra en
gris, los extremos 5’y 3’ regiones no codificantes (UTRs), que se muestran en amarillo, y
las secuencias de consenso (CS) altamente conservadas se muestran en rojo. Tomado
de Hu et al., (2012).

Las regiones no codificantes (UTR) de los segmentos de RNA de sentido positivo
son pequefias: de 9 a 48 nt en el extremo 5 terminal y de 17 a 182 nt en el extremo
3’ terminal (Li et al., 2010).

2.1.5. Mecanismos de evolucion viral

Los mecanismos de evolucion de RV se sustentan mayormente en la naturaleza
segmentada de su genoma. Su evoluciéon ha sido estudiada a través del andlisis
de todo el genoma mediante diferentes técnicas de biologia molecular
(Matthijnssens y Van Ranst, 2012). De esta manera, se han identificado varios

mecanismos evolutivos:

1. Mutaciones puntuales frecuentes en todos los segmentos de RNA, ya sea
gue ocurran esporadicamente o se acumulen secuencialmente (De Grazia
et al., 2014).

2. Rearreglantes genéticos parciales que ocurren en células individuales
infectadas simultdaneamente por dos Rotavirus distintos, a menudo
implicadas en transmisiones zoonéticas (Luchs y Timenetsky, 2014).

3. Recombinaciones del genoma, que consta de duplicaciones o deleciones
parciales de secuencias de nucledtidos de segmentos individuales (Kojima
et al., 2000).
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4. Rearreglantes genéticos verdaderas, la cual implica varios segmentos
(Parra et al., 2004).
5. Varios mecanismos anteriores actuando simultaneamente.
A pesar de tener diversos mecanismos de evolucién, los principales parecen ser
las mutaciones puntuales que se producen de forma continua debido a la alta tasa

de error de la RdRp (Blackhall et al., 1996) y recombinaciones del genoma.

Una caracteristica compartida de los virus con genomas RNA segmentados es su
capacidad de sufrir un reordenamiento durante la coinfecciébn de una célula
hospedera; cuando dos 0 mas cepas virales coinfectan la misma célula, pueden
intercambiar sus segmentos gendmicos (McDonald et al., 2016). Este proceso da
como resultado una progenie reordenada o rearreglante con genes derivados de
multiples cepas parentales. En algunos casos, la nueva combinacion de genes
confiere una ventaja selectiva al virus, como permitirle evadir la respuesta inmune
del hospedero o infectar una nueva especie (Ghosh y Kobashi, 2014; Li y Chen,
2014).

Debido a su fuerte impacto en la evolucion viral, se tiene la hipétesis que los
reordenamientos ocurren frecuentemente en los virus de RNA segmentados, no
obstante, la prevalencia de los reordenamientos en la mayoria de las poblaciones
virales tiende a ser mucho mas baja de lo que se espera, y algunas cepas son
incapaces de reordenar segmentos del genoma entre si, incluso durante la
coinfeccién experimental de células cultivadas o animales. Dichas observaciones
sugieren que el reordenamiento requiere compatibilidad genética y bioquimica, por
lo que las diferencias de nucleétidos y/o aminoacidos entre las cepas parentales
(coinfectantes), pueden funcionar como determinantes de la restriccion de

reordenamiento (McDonald et al., 2016; Mingo et al., 2017).

2.1.6. Ciclo de replicacion viral

Rotavirus tiene un tropismo muy especifico, infectando Unicamente a los enterocitos
maduros de las puntas de las vellosidades del intestino delgado (Estes y Kapikian,
2007). En ensayos de cultivo in vitro, RV también muestra un tropismo restringido, ya
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que, si bien puede unirse a la superficie de diferentes lineas celulares, unicamente
es capaz de infectar eficientemente aquellas lineas derivadas de epitelio intestinal o

renal (Lopez et al., 2007).

Dicho tropismo se debe (al menos parcialmente), a la interaccion de RV con sus
receptores celulares; la entrada de estos virus a la célula hospedera es un proceso
complejo de diversos pasos (figura 6), estando involucrados diferentes dominios de
las proteinas de la superficie viral, asi como diferentes elementos y receptores
celulares (L6épez y Arias, 2004; citados en Rojas et al., 2008). Dichas moléculas se
han asociado con microdominios lipidicos de la membrana celular. El requerimiento
de diversas moléculas celulares, que podrian necesitar estar presentes y
organizadas de una determinada manera, podria explicar el tropismo celular y tisular
de RV (Lopez y Arias, 2006).

Rotavirus se fija a la célula a través de receptores que contienen acido sialico, con
integrinas y la proteina Hsc70 actuando como receptores posteriores a la fijacion,
todos localizados en las balsas lipidicas (Baker y Prasad, 2010). Posteriormente
entran en las células por endocitosis; algunas cepas utilizan la endocitosis mediada
por clatrina clasica, mientras que otras parecen emplear una via independiente de
ella o de caveolina, la cual atn no ha sido totalmente caracterizada (Diaz-Salinas et
al., 2014). Igualmente compleja y coordinada es la participacion de la proteina
estructural VP4, la cual estd implicada en la facilitacion de interfaz 6ptima entre los

componentes virales y los del huésped (Baker y Prasad, 2010).

Poco después de la entrada en la célula, la particula viral pierde las proteinas de la
capa externa de la capside y tiene lugar la activacion de la trascripcion, la cual
depende de la RNA polimerasa viral (VP1). Los transcritos virales sintetizados
poseen dos funciones; por una parte sirven como RNA’s mensajeros que dirigen la
sintesis de todas las proteinas virales, y por otra parte, funcionan como templados
para la sintesis de la cadena negativa o complementaria, dando lugar al dsRNA que

constituye el genoma viral (Estes y Kapikian, 2007).
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Las proteinas virales recién sintetizadas son reclutadas en viroplasmas (Patton et al.,
2006), estructuras citoplasmaticas electrodensas donde el genoma viral se replica y
donde se ensamblan las particulas de doble capa que posteriormente geman al
interior del reticulo endoplasmico. Durante este proceso, los DLP adquieren una
envoltura lipidica transitoria, la cual posteriormente se perdera para producir TLP
maduras e infecciosas (Patton y Spencer, 2000). Después de la entrada del virus,
éste se apodera de la maquinaria de sintesis de proteinas de la célula, de tal modo
que la mayoria de las proteinas que son sintetizadas durante la infeccién son las
proteinas virales y la sintesis de proteinas celulares se ve abatida casi por completo
(Patton et al., 2007). Por altimo, en las células MA-104, el virus se libera en el medio
a través de lisis celular o por gemacion. Las proteinas NSP2 y NSP5 son esenciales
para la formacion de los viroplasmas, ya que en ausencia de cualquiera de ellas no
se forman estas estructuras y el ciclo replicativo del virus se interrumpe (Campagna
et al., 2005).
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Figura 6. Ciclo de replicacion de Rotavirus. Las particulas de triple capa (TLP) de
Rotavirus inicialmente se adhieren a receptores con sialo-glicanos (0 a grupos de
antigenos histo-sangre) en la superficie de la célula huésped, seguido por interacciones
con otros receptores celulares, incluyendo integrinas y la proteina Hsc70. Posteriormente
el virus se internaliza mediante endocitosis mediada por receptor. La particula pierde su
capa exterior (VP4 Y VP7), provocada por el bajo nivel de calcio en el endosoma,
convirtiéndose en particulas de doble capa (DLP) transcripcionalmente activas. Las DLPs
comienzan las primeras rondas de transcripcion de RNAm, el cual se utiliza para traducir
las proteinas virales. Una vez sintetizadas las proteinas virales suficientes, el genoma de
RNA se replica y empaqueta en las DLPs recién formadas, dentro de estructuras
especializadas llamadas viroplasmas, donde interactian con gotas de lipidos. Las DLPs
recién formadas se unen a NSP4, que sirve como un receptor en el reticulo endoplasmico
(RE), en el cual posteriormente son internadas. NSP4 también actia como una viroporina
al liberar Ca2+ de los almacenes intracelulares. Las particulas adquieren una envoltura al
transitar a través del RE, la cual es eliminada al unirse a la particula las proteinas de la
capside externa VP4 y VP7, convirtiendo se en TLPs maduras. La progenie viral es
liberada a través de lisis celular. En células epiteliales polarizadas, las particulas son
liberadas a través de un mecanismo no clasico de transporte vesicular. Tomado de Estes
y Greenberg, (2013).
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2.1.6.1. Receptores

La sensibilidad de la infeccion por rotavirus al tratamiento de la neuraminidasa de la
célula anfitriona sugirid6 que se requerian residuos de acido sialico (SA) en la
superficie celular para que se pudiese llevar a cabo la union e infectividad eficientes
(Willoughby y Yolken, 1990). Sin embargo, el andlisis de un mayor nimero de cepas
de rotavirus animales mostré que asi como los rotavirus humanos, la mayoria de las
cepas son SA independientes (Ciarlet et al., 2001). La union de las cepas SA -
dependientes a las células parece estar mediada inicialmente por VP8 (componente
de VP4 ubicada en la punta de las espiculas), mientras que las SA - independientes
parece estar mediada directamente por VP5 (Zarate et al., 2000). La union de
Rotavirus SA-dependientes y SA-independientes a glicoconjugados (glicoproteinas,
glicolipidos y glicoesfingolipidos) ha implicado a varias moléculas como receptores
putativos para rotavirus (Ciarlet et al., 2002). La proteina VP4 se une a SA con una
amplia especificidad y una baja afinidad. Esto es consistente con una interaccion
inicial mediante la unién celular antes de las nuevas interacciones que determinarian

la gama de huéspedes y especificidad de tipo celular (Dormitzer et al., 2002).

El dominio VP8 de algunas cepas contiene un dominio de union para el acido sialico
(SA) terminal, el cual se utiliza para la fijacion celular del virus (Isa et al., 2006).

Otros tipos de proteinas han sido implicadas en la entrada de rotavirus en la célula 'y
pueden servir como correceptores o factores de entrada (Lopez y Arias, 2004, 2006).
Las integrinas celulares a231, a4B1, a4fB7 y hsc 70 (proteina de choque térmico) han
estado involucradas en la interaccion con VP5, mientras que las integrinas axp2 y
avl33 pueden unirse a Rotavirus a traves de otra proteina externa de VP7 (Coulson
et al., 1997, citado en Ruiz et al., 2009).

2.1.6.2. Penetracidon y descubrimiento

Rotavirus presenta tropismos especificos hacia células compatibles con la existencia
de receptores de superficie que median la union del virus y/o su entrada a través de
la interaccion con sus proteinas externas, VP4 y VP7 (Willoughby y Yolken, 1990).
La proteina VP4 es la principal proteina de ataque celular de los rotavirus (ademas
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que determina el tipo de via de entrada del virus), sin embargo, la identidad del
receptor celular sigue siendo algo controversial. La infectividad primaria de algunas
cepas de RV de origen animal, denominadas sensibles a neuraminidasa (NS),
depende de la presencia de acido siélico en la superficie celular, no obstante, se ha
informado que dicha interaccidon no es esencial para una infectividad inicial, ya que
un elevado numero de cepas animales y humanas parecen interactuar con

moléculas neuraminidasa-resistentes (NR) (Arias et al., 2001; citado en Vizzi, 2009).

La endocitosis es un proceso celular que implica la formacion de una vesicula cuya
carga es transportada desde el medio extracelular al interior de la célula. Se han
descrito varias vias endociticas y todas ellas han demostrado ser empleadas por los
virus durante la entrada en la célula. Estas vias incluyen endocitosis mediada por
clatrina, absorcion a través de caveolae, macropinocitosis, fagocitosis, y una via
clatrina-caveolae-independiente que actualmente no esta bien caracterizada (Mayor
y Pagano, 2007).

Rotavirus es internalizado en células MA104 por endocitosis, empleando diferentes
vias endociticas, dependiendo de la cepa del virus (Diaz-Salinas et al., 2013). De la
cepa mas estudiada (Rotavirus cepa Rhesus [RRV]), la cual es sensible al
tratamiento de las células con neuraminidasa (NA), se sabe que emplea interinas
a2B1 y avB3, asi como la proteina de choque térmico hsc70 como receptores para
entrar en las células a través de una via independiente de clatrina — caveolina, pero
gue depende de una dinamina funcional (proteina implicada en la escision de las
vesiculas endociticas de la membrana celular) y de la presencia de colesterol en la
superficie celular. Por otro lado, se sabe que existen diferencias en el tipo de ruta
endocitica que utilizan otras cepas; el rotavirus bovino cepa UK, la cepa porcina
TFR-41 y la cepa humana Wa entran a las células a través de un proceso de
endocitosis mediada por clatrina. Sin embargo, todas las cepas requieren de la
proteina hsc70, colesterol y dinamina para poder entrar en la célula huésped
(Gutiérrez et al., 2010).

El clivaje proteolitico de VP4 con tripsina es esencial para la internalizacion del virus

(Estes y Kapikian, 2007), cuyo resultado es la escision especifica de VP4 para
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proporcionar los productos de escision VP8* y VP5* (Crawford et al., 2001). El
contacto inicial de una particula viral sensible a neuraminidasa, mediado por un
receptor celular que contiene acido sialico entre el dominio VP8* (aa 93-208), genera
cambios conformacionales en la proteina VP4, lo cual le permite al virus interactuar
con la integrina a2l mediante el dominio VP5* (aa. 308-310) (Arias et al., 2001).
Las cepas NR podrian interactuar directamente a través de VP5 con la integrina
a2B1 (Lépez y Arias, 2006).

Posterior a dichas interacciones, otras uniones acontecen entre VP5 y la proteina
hsp70, asi como la proteina VP7 con las integrinas avp3 y axp2 (Lopez y Arias,
2006), mismas que funcionan como co-receptores, y junto a VP6, mediarian la

penetracion celular (Gualtero et al., 2007).

Adicionalmente, la participacién de otros elementos celulares como glicoproteinas,
glicoplipidos y colesterol en la infeccion por RV, sugiere que los receptores virales
podrian formar parte de microdominios glicosfingolipidicos llamados rafts o balsas
lipidicas (Arias et al., 2001). Dichas balsas lipidicas servirian como plataforma para
facilitar las interacciones entre las moléculas celulares y RV, fungiendo
conjuntamente como receptor celular. El requerimiento de diferentes moléculas, que
deberian estar presentes y organizadas de forma precisa, podria explicar el tropismo

celular y tisular de rotavirus (Lopez y Arias, 2006).

Una vez que el virus se interna en la célula huésped, independientemente de la via
endocitica empleada, la particula infectante de triple capa (TLP) pierde la capa
proteica externa (VP4 y VP7) y se convierte en una particula de doble capa (DLP),
proceso llamado descubrimiento (uncoating). Dentro de la célula, la particula DLP
que es transcripcionalmente activa, comienza a transcribir ssRNAs de polaridad
positiva, que se liberan en el citoplasma, donde seran traducidas (Lawton et al.,
1997; citado en Contin et al., 2011).
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2.1.6.3. Sintesis de la cadena positiva (RNAM)

Las particulas de RV poseen sus propios complejos de transcripcion (CTs), que
consisten en las proteinas VP1 (RNA viral dependiente de RNA polimerasa [RdRp]),
y VP3, la enzima de taponado viral (cap) (con actividades fosfodiesterasa,
guanililtransferasa y metilasa). Los CTs se localizan en la superficie interna de VP2
(nucleo) (Jayaram et al., 2004). Cada CT se une con un segmento de RNA viral

especifico (Periz et al., 2013).

Los RNAm virales dirigen la sintesis de seis proteinas estructurales (VP1 a VP4,
VP6, y VP7) y seis proteinas no estructurales (NSP1 a NSP6) (ciclo temprano de
replicacion). Ademas de su funcion como RNAm, las transcripciones virales también
sirven como plantillas de RNA para la sintesis de la hebra negativa de RNA
complementario para formar los segmentos gendmicos del RNA de doble cadena
(dsRNA) (ciclo tardio de replicacién). La sintesis de RNA es mediada por la RdRp
viral endogena (VP1) (Patton y Spencer, 2000).

Tras varias rondas de transcripcion, se acumulan numerosas copias de cada RNA.
Después de la sintesis de los primeros nucle6tidos de transcripciones nacientes, el
componente de VP3 del complejo de la polimerasa afiade una secuencia cap m7G

en el extremo 5’ terminal (Jayaram et al., 2004; citado en Guglielmi et al., 2010).

Un incremento logaritmico en la produccion de RNAm en etapas posteriores a la
infeccion (> 4 h pi) indica que los DLPs recién sintetizados se han convertido en

transcripcionalmente activos (transcripcion secundaria) (Ayala-Breton et al., 2009).

Los virus que mantienen sus genomas segmentados se enfrentan a un desafio de
enormes proporciones en el proceso de ensamble (de como empaquetar una
dotacion completa de segmentos del genoma). Algunos virus de RNA utilizan un
mecanismo de empaquetamiento no selectivo en el que los segmentos estan
encapsulados al azar dentro de los viriones. Este mecanismo de empaquetamiento
aleatorio crea un gran namero de particulas que carecen de genomas completos y
son por lo tanto, incapaces de llevar a cabo una infeccion eficiente (Luque et al.,
2009).
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Otros virus de RNA, particularmente aquellos con tres 0 mas segmentos de genoma,
poseen un evolucionado mecanismo de empaquetamiento mas sofisticado mediante
el cual se reconoce explicitamente cada RNA viral. Se piensa que los miembros de
la familia Reoviridae utilizan este enfoque de genes especificos para empaquetar
sus genomas de 9, 10, 11, 6 12 segmentos de RNA de doble cadena. La evidencia
mas fuerte en apoyo del empaquetamiento selectivo en lugar de un embalaje al azar
para esta familia viral, proviene de la observacion de que la proporcion de las
unidades de particulas formadoras de placa puede ser bastante baja (Hundley et al.,
1985). Por otra parte, nunca se ha identificado a ningin miembro Reoviridae que
contenga mas de una copia de cada gen, lo que sugiere un proceso equimolar

exacto de empaquetamiento (Patton, 1990; citado en McDonald y Patton, 2011).
2.1.6.4. Formacion de viroplasmas

Las proteinas virales recién sintetizadas son reclutadas en viroplasmas, estructuras
donde el genoma viral se replica y donde las particulas de replicacion intermedia de
doble capa se ensamblan (Patton y Spencer, 2000; citado en Ayala-Breton et al.,
2009). Las proteinas no estructurales NSP2 y NSP5 son necesarias para la

formacién de dichos cuerpos de inclusion citoplasmicos (Fabbretti et al., 1999).

Los viroplasmas son estructuras discretas que se forman en el citoplasma de las
células infectadas por rotavirus y constituyen la maquinaria de replicacion del virus
(Estes y Kapikian, 2007). Ademas de ser necesarias para su formacion, en ellos se
localizan las proteinas NSP2 y NSP5 junto con otras proteinas virales, incluyendo la
polimerasa (VP1), VP2, VP3 y tubulina (Criglar et al., 2013), proteina componente de
los viroplasmas que induce la despolimerizacion de los microtubulos y la

estabilizacion por acetilacion (Eichwald et al., 2012).

Es en estas estructuras donde se llevan a cabo los pasos iniciales de la
morfogénesis viral, en un proceso que implica el empaguetamiento y la replicacion
de los 11 segmentos de polaridad positiva de RNA para generar los segmentos
gendmicos virales de doble cadena (Carrefio-Torres et al., 2010).
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El papel preciso de las proteinas no estructurales en los viroplasmas aun no se ha
caracterizado completamente. NSP2 es una proteina de 35 kDa que une RNAs de
cadena simple de una manera no especifica y se autoensambla en octameros
estables que tienen NTPasa Mg2+ - dependiente y actividades hélice-
desestabilizadoras (Taraporewala y Patton, 2001; Jiang et al., 2006). Por su lado,
NSP5 (con un total de 198 aminoacidos) es una fosfoproteina acida O-GIcNAc-
glicosilada, con un alto numero de lisinas en su extremo C-terminal (Eichwald et al.,
2004), se autoensambla en dimeros y también se une al RNA de manera no

especifica (Vende et al., 2002).

Durante la infeccion viral, NSP5 se somete a un complejo proceso de fosforilacion,
donde hay aparicion de varias isoformas, de las cuales la mas abundante tiene una
masa molecular aparente de 28 kDa, seguido por una de 26 kDa y por otras que van
desde 32 a 34 kDa. Cuando NSP5 se expresa sola, se acumula en el citoplasma con
una distribucion homogénea sobre todo como la isoforma de 26 kDa (con muy bajo
nivel de fosforilacion o no fosforilada) (Afrikanova et al., 1996). Curiosamente,
cuando NSP5 es co-expresada con NSP2 en células infectadas, las dos proteinas
interactian y NSP5 se convierte en hiperfosforilada produciendo isoformas de mayor
masa molecular aparente (Afrikanova et al., 1998; Criglar et al., 2013). Una segunda
consecuencia de la interaccién directa con NSP2 es su relocalizacion dentro de
estructuras discretas que morfolégicamente asemejan a los viroplasmas, a las
cuales se les ha nombrado VLS (estructuras como viroplasma) (Fabbretti et al.,
1999; citado en Contin et al., 2010). Esta propiedad es méas probable en un cambio
conformacional de NSP5 especificamente inducida por la interaccion con NSP2, ya
que la interaccion con la polimerasa viral VP1 no induce la formacion de VLS
(Arnoldi et al., 2007).

Surcos en el octamero NSP2 son sitios necesarios por los que NSP5 y ssRNA
compiten, esto posiblemente regula el balance entre la traduccion y replicacion del
RNA. (Jiang et al., 2006).

NSP4, una glicoproteina de transmembrana, se localiza principalmente en el reticulo

endoplasmico (ER) y tiene mdultiples funciones: (1) Funciona como un receptor
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intracelular para DLPs mediante la interaccion con VP6 (Taylor et al., 1996). (2) Se
libera Ca?* intracelular de los almacenes, actuando como una viroporina (Hyser et
al., 2012), lo cual eleva los niveles de Ca?* intracelular, necesario para estabilizar la
capa externa de TLP (Hyser et al., 2013). (3) NSP4 forma tapas en los viroplasmas y
se co-localiza con la proteina de autofagia LC3 (Berkova et al.,, 2006). Al
desencadenar un aumento intracelular de Ca?*, se activa una ruta dependiente de la
quinasa, lo cual conduce a la autofagia (Crawford y Estes, 2013). (4) NSP4 altera la
permeabilidad de la membrana plasmética (Newton et al., 1997), y desestabiliza
uniones intercelulares (Tian et al., 1996). (5) Su funcién mas importante, NSP4 actta
como una enterotoxina viral (Ball et al., 1996). Es secretada poco después de la
infeccion por RV, ya sea como un fragmento de péptido o como una molécula
completa (Bugarcic y Taylor, 2006) e interactia con las células intestinales no
infectadas a través de las integrinas alpl y a2B1, receptores situados en sus
membranas plasmaticas basolaterales (Seo et al.,, 2008). La activacion de dichos
receptores, estimulan cascadas de reacciones intracelulares que se correlacionan

con la liberacion intracelular de Ca?*.

Recientemente se ha informado de que los viroplasmas reclutan gotas de lipidos
(LDs) durante la replicacion viral (Cheung et al., 2010). LDs son organulos celulares
que actian como depdsitos de colesterol (CH) y grasas neutras, en particular los
triglicéridos (TAGs) y ésteres de colesterol (CEs), y mas de 100 especies de
proteinas se incorporan en su membrana de fosfolipidos de una sola capa. La
morfologia de los LDs y su composicion son muy dinamicos (Guo et al., 2009),
tienen perfiles protedbmicos heterogéneos (Ducharme y Bickel, 2008) y adquieren
TAGs a tasas variables y la composicion de su monocapa de fosfolipidos es flexible
(Kuerschner et al., 2008).

Recientes estudios demuestran la estrecha relacion existente entre los LDs y los
viroplasmas; sus interacciones parecen ser requeridas para la formacion de
viroplasmas funcionales y la produccion de progenie viral infecciosa (Gaunt et al.,
2013). La formacién de los viroplasmas ha sido estudiada mediante el uso de

electrones o microscopia de fluorescencia, sin embargo, a pesar de su importancia
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en el ciclo de replicacién de rotavirus, poco se sabe acerca de sus dinamicas de

formacién (Carrefio-Torres et al., 2010).
2.1.6.5. Empaquetamiento y formacion de DLP’s

Debido a su longitud, los RNA’'s de doble cadena desnudos no pueden ser
empaquetados en el nucleo. Mas bien, los 11 segmentos positivos de ssRNA son
reordenados, e interactan con las proteinas del ndcleo viral y posteriormente se
empaquetan y replican. Se supone que los complejos primarios de replicacion de
VP1, VP3 y ssRNA interactian con un decamero VP2 (probablemente en los que
estan implicadas NSP5 y NSP2) (Berois et al., 2003), lo que lleva a la formacién de
particulas de nacleo. Durante este proceso, la carga negativa del RNA tiene que ser
neutralizada por el co-embalaje de cualquiera de los cationes divalentes o

espermidina, un compuesto celular cationico trivalente (Desselberger et al, 2013).

El dominio N-terminal de VP2 es esencial para la encapsidacion de VP1 (y la
adjuncién de ssRNA) (Boudreaux et al., 2013). La formacién de complejos con VP2
es esencial para la actividad RdRp de VP1. Actualmente no esta claro el cdmo se
controla el embalaje correcto de los 11 segmentos de RNA en particulas
individuales. Una vez formadas, las particulas del ndcleo se transcapsidan
rapidamente por VP6, lo que lleva a la sintesis de los DLP’s (Desselberger et al,
2013).

2.1.6.6. Maduracion y liberacién de los viriones

Una vez formados los DLP’s, éstos salen de los viroplasmas y viajan a través del
reticulo endoplasmico (ER) para su maduracion. En este proceso, NSP4 sirve como
un receptor intercelular mediante la interaccion con VP6 (Taylor et al., 1996). Dentro
del ER, las nuevas particulas se encuentran envueltas transitoriamente, sin embargo
dicha envoltura se pierde cuando las particulas adquieren la capa externa que

consiste en 60 trimeros de VP4 y 260 trimeros de VP7 (Estes y Greenberg, 2013).
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Experimentos de transcapsidacion in vitro han demostrado que los DLP’s interactuan
primeramente con VP4, seguido por la interacciéon con VP7, formando de ésta

manera TLP’s infecciosas (Trask y Dormitzer, 2006; Estes y Kapikian, 2007).

Los viriones son liberados de las células no polarizadas (MA104) por lisis (Estes y
Kapikian, 2007), sin embargo, a partir de células epiteliales, por una especie de
proceso en gemacion, las particulas virales pueden salir de la célula sin matarla

inmediatamente (Gardet et al., 2006).
2.1.7. Patogénesis de la infeccion por Rotavirus

Rotavirus se replica en el citoplasma de las células epiteliales de las vellosidades del
intestino delgado, siendo el yeyuno la porcibn mas afectada, sin embargo, puede
extenderse a través de la mucosa intestinal sin afectar directamente el colon
(Jourdan et al., 1998). Los enterocitos maduros del apice de las vellosidades son
células diferenciadas cuyas funciones son tanto digestivas como de hidrélisis de
disacaridos, asi como funciones de absorcidn tales como el transporte de agua y
electrolitos. La infeccion viral selectiva de estas células conduce generalmente a su
destruccion y su contenido se excreta junto con las particulas virales en las heces
fecales produciendo un desequilibrio en la relacién entre absorcion y secrecion del

liquido intestinal y malabsorcién de carbohidratos complejos (Nabuurs, 1998).

Los enterocitos de la cripta madura son reemplazados por las células de la cripta
secretoria, las cuales son células indiferenciadas que no poseen enzimas hidroliticas
y que ejercen una secrecion neta de agua y electrolitos, por lo que se reducen los
niveles de sodio y potasio intracelularmente por pérdida de la actividad de la
adenosintrifosfatasa y del transporte de sodio acoplado a la glucosa (Tolia y Dubais,
1985; citados en Gonzalez et al., 2003).

Los sintomas y signos de la infeccion por Rotavirus se sustentan en varios
mecanismos fisiopatologicos distintos, cuya intensidad y consecuencias varian de
acuerdo con grado de infeccion (Didsbury et al.,, 2011). El principal signo
manifestado en la infeccion por Rotavirus es la diarrea aguda, la cual se define como

un cuadro caracterizado por la presencia de deposiciones incrementadas en
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frecuencia, alteracion en la consistencia (liquida o semiliquida) (Sierra, 1997; citado
en Diaz et al.,, 2009), generando una pérdida excesiva de liquidos y electrolitos
causado basicamente por un transporte intestinal anormal de los solutos (Hamilton,
2005).

Por lo general, inicialmente se produce una diarrea osmotica, la cual se presenta por
un aumento importante en el lumen intestinal de solutos osmoéticamente activos
(Diaz et al.,, 2009), en su mayoria carbohidratos (disacaridos), aminoacidos y
diversos iones. La fuerza osmatica de dichos solutos extrae rapidamente el agua y
los iones (Na+ y K+) hacia la luz intestinal, donde estos son disueltos. Al haber una
mayor cantidad de agua, se genera una disminucién de la osmolaridad intraluminal y
dilatacion intestinal, lo que a su vez induce a un aumento en la motilidad y en la
velocidad de transito, disminucion del tiempo de contacto del contenido con la
mucosa intestinal, disminucion de la absorcién y finalmente una diarrea acuosa.
Todo este proceso puede ser consecuencia de una alteracion en el transporte
(malabsorcion), por déficit de disacaridasas, por la ingesta de solutos no absorbibles,
0 como consecuencia de lesiones en las vellosidades intestinales generadas por

algun agente infeccioso (Riverén, 1999).

La glicoproteina no estructural NSP4 es la Unica proteina viral en la actualidad que
se cree funciona como una enterotoxina (Lorrot y Vasseur, 2007; Ousingsawat et al.,
2011). Se sintetiza como una glicoproteina de transmembrana intracelular y como
tal, es esencial para el ensamblaje del virus. Sin embargo a pesar de la retencion del
dominio transmembrana, la NSP4 secretada permanece soluble en un entorno
acuoso como una lipoproteina oligomérica que puede unirse a diversos tipos de
células a través de una interaccion con glicosaminoglicanos. La exhibicion de este
amplio tropismo celular se piensa puede tener repercusiones en la fisiopatologia de

la enfermedad por Rotavirus (Didsbury et al., 2011).

La actividad enterotoxica atribuida a NSP4, supone que rotavirus puede inducir
diarrea secretora sin causar ningun dafio estructural a los enterocitos (Lorrot y
Vasseur, 2007; Ousingsawat et al.,, 2011). Esta diarrea resulta de la sobre

estimulaciéon de la actividad secretora del tracto intestinal, de tal manera, la diarrea
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se produce cuando la secrecion de agua en el lumen intestinal excede la capacidad

de absorcion.

NSP4 genera un aumento de calcio intracelular (Diaz et al., 2008; Didsbury et al.,
2011), el cual interviene en la activacion y apertura de los canales de cloro con el

consiguiente efecto secretor (Murek et al., 2009).

El epitelio del intestino delgado se encuentra formado por enterocitos (tanto los que
se encuentran en la parte superior de las vellosidades, llamados maduros, como los
de la de la cripta secretoria, o inmaduros) apilados de tal manera que forman una
barrera estrecha que restringe el flujo de contenido luminal a la sangre y a los vasos
linfaticos y viceversa. Por lo general, dichas uniones son de baja resistencia, lo que
significa que la mayor parte de la permeabilidad pasiva del epitelio a los iones
monovalentes pequefios y al agua reside en estos complejos de unién (Madara,
1987).

Se ha encontrado que NSP4 causa una interrupcion de dichas uniones, generando
una reduccién en la resistencia transepitelial acompafada por un aumento en la
permeabilidad paracelular del flujo de liquidos y electrolitos (Tafazoli et al., 2001).
Finalmente, NSP4 también puede generar secrecion de cloro de las células de las
criptas al estimular el Sistema Nervioso Entérico sin que existan lesiones epiteliales

importantes (Lundgren y Svensson, 2001; Gonzalez et al., 2003).
2.1.8. Fisiopatologia de la enfermedad por Rotavirus

La fisiopatologia de la diarrea por Rotavirus es el resultado de muchos factores
donde los cambios en la homeostasis ionica conducen a la disfuncion del enterocito;
se produce aumento de la secrecidén, motilidad alterada, muerte celular y reduccion
de la absorcion en la superficie del intestino, generando por tanto una mala

absorcion (Greenberg et al., 1994; Michelangeli y Ruiz, 2003).

La alteracion de los enterocitos infectados puede servir también para liberar la
progenie de virus y productos de la sintesis virica, generando una amplificacion

adicional de la enfermedad (Ruiz et al., 2009).

29



La infeccion por Rotavirus de la célula huésped se caracteriza por una serie de
interacciones virus-célula dependientes de calcio (Ca?*) (Ruiz et al., 2000). Durante
el ciclo de replicacion, desde la entrada hasta la liberacion de particulas recién
formadas, la formacion de viriones se realiza a través de diferentes compartimentos
celulares, cada uno caracterizado por una distinta participacion de Ca?*, el cual es

determinante para el proceso de replicacion (Ruiz et al., 2009).

Se plantea la hipétesis de que NSP4 sintetizada en el RE viaja a la membrana
plasmatica para formar un canal o activar una via celular de Ca?*. Esto induce un
aumento progresivo de la permeabilidad en la membrana plasmatica, lo que conduce
a una elevacién de la concentracion citosélica de Ca?* y aumenta los secuestrados
de Ca?* en las cisternas del RE (Michelangeli et al., 1995; Ruiz et al., 2000). Este
efecto es probablemente debido a la activacion de bombas de SERCA. La elevacion
de la concentracion citosélica de Ca?* puede ser responsable de la muerte celular
inducida por la infeccién (Ruiz et al., 2009).

Un aumento constante en la concentracion de Ca?* intracelular induce la actividad de
proteasas, lipasas y endonucleasas. La activacion de proteasas dependientes de
Ca?* puede dafiar al citoesqueleto y a las proteinas de membrana. La activacion de
las lipasas, cataliza la hidrdlisis de los fosfolipidos de la membrana, ademas, la
activacion de las endonucleasas dependientes de Ca?*, provoca fragmentacion del
DNA el cual es un evento importante en la apoptosis (Dorado et al., 2003).

La entrada masiva de Ca?* a la mitocondria hace que se forme el poro de transicion
en la membrana mitocondrial interna (MTP), llevando a un colapso en el potencial
electroquimico de protones, lo que provoca una disminucién en los niveles de ATP,
lo cual resulta en una despolarizacion de la membrana plasmatica y la entrada de
mas Ca?" a través de varios canales iénicos creando un circulo vicioso que lleva

consecuentemente a la muerte celular (Olanow, 1993).
2.1.9. Determinacién de los genotipos de Rotavirus

Como se mencion6é anteriormente, la capside externa de Rotavirus esta

constituida por las proteinas VP4 y VP7, las cuales son los principales
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determinantes antigénicos (Estes y Kapikian, 2007), y es con base a sus
caracteristicas moleculares que se determinan los genotipos P y G
respectivamente, asi como la caracterizacion de las cepas de rotavirus (Martella et
al., 2003; Matthijnssens et al., 2011?; Trojnar et al., 2013; Kim et al., 2013).

Desde que se reconocio a RVA como una causa importante de diarrea viral en
mamiferos jovenes, la diversidad genética de los genes que codifican VP7 y VP4

ha sido ampliamente estudiada (Matthijnssens et al., 2009).

En todo el mundo, diversas combinaciones de genotipos G y P de RV han
demostrado ser relativamente comunes a una especie hospedera en particular,
por ejemplo, las combinaciones mas tipicas que se encuentran en los humanos
son G1P[8], G3P[8], G4P[8], G9P[8], G12P[8] y G2P[4], siendo G1P[8] el mas
prevalente en todo el mundo (Banyai et al., 2012; Ghosh y Kobayashi, 2011;
Matthijnssens y Van Ranst, 2012; Santos y Hoshino, 2005).

En animales, las combinaciones de genotipo mas comunes son G6, G8 y G10 con
P[1], P[5], P[11] en bovinos; G3-G5, G9 y G11 con P[6] y P[7] en porcinos (Dhama
et al., 2009; Papp et al.,, 2013%); G3 y G14 con P[12] en equinos (Papp et al.,
2013%); G3 con P[3] y P[9] en perros y gatos (Matthijnssens et al., 2011°) y en
conejos G3 con P[14] y P[22] (cuadro 3) (Banyai et al., 2005; Ciarlet et al., 1997;
Cilli et al., 2013; Guo et al., 2012; Lavazza et al., 2008; Martella et al., 2003, 2004,
2005).

Cuadro 3. Combinaciones de genotipos P y G de RVA comUnmente encontrados en
humanos y otros mamiferos. (Ghosh y Kobayashi, 2014; Lavazza et al., 2008).

Especie hospedera Genotipos comunes VP7 y VP4 de RVA
Humanos G1-G4, G9, G12, P[4], P[6], P[8]
Ganado G6, G8, G10, P[1], P[5], P[11]
Cerdos G3-G5, G9, G11, P[6], P[7]
Caballos G3, G14, P[12]
Gatos y perros G3, P[3], P[9]
Conejos G3, P[14], P[22]
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Si bien la caracterizacion genética de Rotavirus se ha basado en el analisis
molecular de dos de sus genes, se ha determinado que esta informacion podria no
ser suficiente para obtener datos concluyentes acerca de la composicidon genética
general de RV, asi como el conocimiento de sus complejos patrones evolutivos,
motivo por el cual se propuso un nuevo sistema de clasificacion integral de acuerdo
al genotipo para los 11 segmentos del genoma para su uso en la designacion de
nuevos genotipos. De esta manera se ha introducido un sistema basado en la
secuencia de nucle6tidos que comprende el genoma completo (constelacion) de
RVA (Matthijnssens et al., 2008).

En dicha clasificacion, el acronimo Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx Tx-Ex-Hx, donde x es
un numero entero, define el genotipo de los genes VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-
NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5 respectivamente, de una determinada cepa de
RVA. Asi, todos los genes estan identificados y diferenciados de acuerdo a
determinados puntos de corte de las identidades de secuencia de nucle6tidos
(cuadro 4).

Cuadro 4. Genotipos de la especie A de Rotavirus. Tomado de Matthijnssens et al.,
(2008).

RV proteina Porcentaje de NUumero de Genotipo (acrénimo
identidad? genotipos® subrayado)
VP7 80 36 G Glycosylated
(glucosilada)
VP4 80 51P Protease-sensitive
(sensible a la
proteasa)
VP6 85 181 Inner capsid
(cépside interna)
VP1 83 9R RdRp¢
VP2 84 9C Core protein
(proteina del nucleo)
VP3 81 8M Methyltransferase
(metiltransferasa)
NSP1 79 19A Interferon Antagonist
(antagonista del
interferon)
NSP2 85 10 N NTPase
(NTPasa)
NSP3 85 12T Translation enhancer

(potenciador de la
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traduccion)

NSP4 85 15 E Enterotoxin
(enterotoxina)
NSP5 91 11 H PHosphoprotein

(fosfoproteina)
aPorcentaje de identidad de nucledtidos de corte que define genotipos.

bRotavirus Classification Working Group, 2013.
°RNA dependiente de RNA polimerasa.

2.2. Rotavirus en conejos

Rotavirus especie A es considerado una de las principales causas de gastroenteritis
viral aguda en diferentes especies animales, incluyendo conejos (cepa Lapine [LRV])
(Schoeb et al., 1986). LRV se considera poco virulenta (Thouless et al., 1988; EFSA,
2005), sin embargo, puede causar cuadros entéricos principalmente en conejos post-
destete, ademas, también esta implicada en la etiologia de brotes de enteritis graves
en asociacion con bacterias, parasitos y otros virus. Los conejos se infectan por via
oro-fecal, la extensiobn y gravedad de las lesiones (degeneracion de las
microvellosidades, mala absorcion y diarrea) dependen del niumero de particulas
virales ingeridas. La persistencia de anticuerpos maternos (de 30 hasta 45 dias)
puede reducir los signos de la enfermedad, de este modo, conejos de 4-5 semanas
de edad pueden tener una infeccidn subclinica. La infeccién por rotavirus es mas
frecuente en conejos de 35 a 50 dias de edad, se caracteriza por una alta tasa de
morbilidad y la presencia de signos clinicos inespecificos, tales como diarrea,
deshidratacion, distencion abdominal, anorexia, depresion, etc. La diarrea se
presenta al principio de la excrecion viral, la cual tiene una duracion de 6-8 dias,
seguido generalmente por estrefiimiento. Las lesiones observadas a la necropsia no
son constantes, puede presentarse entero-tiflitis catarral, congestion gaseosa,
liguida o semiliquida, adelgazamiento de las paredes intestinales, pérdida del
epitelio intestinal e impactacion cecal. Los conejos enfermos pueden morir debido a
la deshidratacion y a las infecciones secundarias, mientras que los que se recuperan
comunmente muestran una disminucién de la productividad debido a la reducida

capacidad de absorcion (Martella et al., 2004; Lavazza et al., 2008).
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En la mayoria de los informes, los conejos de 4 a 6 semanas de edad se ven
afectados. Tanto la infeccion clinica como subclinica ocurre en colonias
endémicamente infectadas, por otro lado, en colonias no infectadas, altos niveles de
morbilidad y mortalidad se pueden producir en conejos de 1 a 3 semanas de edad,
probablemente como resultado de la introduccion repentina del virus (Thouless et al.,
1988; citado en Cilli et al., 2013).

Aungque generalmente rotavirus se detecta en conejos post-destete con signologia
entérica, estudios seroepidemiologicos realizados en Italia han demostrado que la
mayoria de los conejos adultos son seropositivos para Rotavirus, lo cual es un
indicativo de que normalmente hay una circulacion constante de pequefas
cantidades del virus en granjas cunicolas industriales (Martella et al., 2004). Las
enfermedades entéricas tienen un papel importante en los criaderos de animales de
produccién, ya que causan graves pérdidas econémicas debido a la mortalidad,
depresion del crecimiento y disminucion del indice de conversion (EFSA, 2005;
Lavazza et al., 2008; Dhama et al., 2009).

El diagnostico virolégico de rotavirus se puede realizar con muestras de heces,
contenido y/o tejido intestinal mediante Electroforesis en Gel de Poliacrilamida
(PAGE), ELISA, Microscopia Electronica de tincion negativa (Nsem) y a través de
técnicas moleculares como Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcripcion
Reversa (RT-PCR), Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcripcion
Reversa en Tiempo Real (QRT-PCR), secuenciacion y analisis filogenéticos (Lavazza
et al., 2008).

En un estudio realizado por Nieddu et al., (2000), donde el objetivo fue estimar a
traves de Nsem la prevalencia de los diferentes virus en muestras de conejos con
signologia entérica durante el periodo comprendido entre 1982-1985 y 1990-1999,
fueron examinadas 1067 muestras, 80% de las cuales proveian de conejos que
presentaban entero-tiflitis catarral, hemorrdgica o necrética y el 20% restante
mostraban enteropatia mucoide e impactacion cecal. A través de ME, se observo la
presencia de particulas virales en el 37.3% de todas las muestras. De este

porcentaje, rotavirus fue identificado en 41.9%, virus parecidos a coronavirus en

34



25%, parvovirus en 21.1% vy virus parecidos a enterovirus en 10.3% de las muestras

positivas.

En 30 casos, observaron la presencia simultanea de 2 o 3 virus en una misma
muestra. La disponibilidad de los resultados del andlisis microbiolégico y
parasitolégico permitié correlacionar las observaciones realizadas con ME con la
presencia concomitante de otros agentes patdgenos tales como Escherichia coli
enteropatdogena (EPEC) y Staphylococcus aureus en conejos lactantes; EPEC,

Clostridium spiroforme y protozoos flagelados en los otros conejos.

La conclusion de este trabajo es que el complejo — enteritis del conejo de cria
intensiva tiene una etiologia determinada por muchos factores diferentes, en donde
agentes viricos, bacterianos y parasitarios pueden infectar simultaneamente para
producir enfermedad. Los virus y rotavirus en particular, no deberian ser capaces de
inducir episodios primarios de alta gravedad, sino que actlan como agentes de
virulencia media-leve, lo que explicaria su capacidad de convertirse en endémica. La
situacién de la cria de conejo intensiva, se caracteriza por una alta seleccion
genética, acciones productivas exasperadas, superpoblacién y la consiguiente alta
contaminacion ambiental de patdgenos facultativos. Los autores sefialan que tanto a
estos virus como a otros agentes se les consideran menos o incluso ni siquiera son
tomados en cuenta como posibles agentes causales de enteropatias; protozoos
flagellata de género Chilomastix y Monocercomonas, podrian tener un papel
importante en la aparicion de enteritis grave en los conejos, al predisponer
infecciones microbianas secundarias agravantes. Por otro lado, no descartan que los
cambios en las condiciones fisiologicas y metabdlicas, inducidos a nivel entérico por
diversos factores, tanto alimentarios o no, puedan mejorar la replicacion de los virus
gue normalmente estan presentes en bajas concentraciones, lo cual permitiria

explicar una accion patégena.

En otro trabajo realizado por Martella et al., (2004), se analizaron aproximadamente
350 muestras fecales diarreicas de conejos de 25 a 60 dias de edad para detectar la
presencia de Rotavirus. Inicialmente, Rotavirus fue diagnosticado a través de

microscopia electronica, asi como empleando un ensayo inmuno-enzimatico
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especifico comercial de Rotavirus especie A. Una vez realizado el diagnéstico, se
extrajo el material genético por adsorcion sobre una membrana de celulosa CF11
directamente a partir de las muestras fecales. EI gen completo que codifica para la
proteina VP7 (1062 pb), se transcribio inversamente (RT) y se amplifico utilizando el
kit GeneAmp RNA PCR Core (Applera Italia, Monza). EI cDNA sintetizado se diluy6
1: 100 y se emple6 como plantilla para una segunda amplificaciéon por PCR, usando
DNA polimerasa AmpliTag Gold® (Applera Italia, Monza). Para la caracterizacion de
tipo G, (G1 a G6 G8 a G11) se utilizaron diferentes conjuntos de cebadores
especificos de tipo G. En ésta segunda amplificacion, se emplearon diferentes
grupos de cebadores especificos de tipo P, incluyendo los tipos mas comunes P
humanos y animales (P [1], P [4], P [5], P [6], P [7], P [8], P [9], P [10], P [11]) y los
tipos Lapine P (P [14] y P [22]). Se realiz6 andlisis de la secuencia después de la
purificacion del producto de PCR en columnas Ultrafree DA (Amicon Millipore,
Bedford, EE.UU.), utilizando un ABIPRISM 377 (Applera Italia, Monza).

Los resultados obtenidos a partir de este estudio muestran que Rotavirus fue
identificado en 62 (17,6%) de las 350 muestras analizadas. Se indica que la mayoria
de los LRVs italianos fueron clasificados como G3 P[22], mientras que sOlo se
encontr6 una muestra que contenia el genotipo P[14]. De igual manera, sélo
encontraron una muestra que contenia una mezcla de los virus G3 P[14] + P[22].
Todas las cepas LRV italianas muestran una especificidad del genotipo G3 para
VP7. Rotavirus de genotipo G se ha descrito en un amplio espectro de especies
animales, incluyendo los seres humanos. Sin embargo hasta ahora, es la Unica
especificidad para VP7 de Rotavirus identificado en conejos. Los datos obtenidos

confirman la gran conservacion del gen VP7 de LRV.

Banyai et al., (2005), sefiala que la aplicacion de técnicas moleculares mejoradas en
el deteccion y caracterizacion de cepas de Rotavirus ha llevado a la descripcion de
varias combinaciones nuevas, asi como a la determinacion de especificidades y
variantes genéticas de los genes de las proteinas de la capside externa, VP7 y VP4,
A pesar de la enorme diversidad de cepas de Rotavirus de mamiferos, los pocos
Rotavirus Lapine caracterizados hasta la fecha parecen tener una estrecha gama de
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tales combinaciones de antigenos; solamente P[14] con G3 vy, recientemente
también P[22], por lo tanto se considera al genotipo G3 de RVA Lapine

epidemiolégicamente importante en conejos.

En su estudio, caracterizaron un Rotavirus especie A cepa Lapine con un
electroferotipo corto, detectado en un brote de enteritis en un criadero comercial de
Hungria. Sobre la base de la secuencia y analisis filogenético de las proteinas VP7,
VP4 y NSP4, la cepa lapine caracterizada, poseia un genotipo G3 P[22], mismo
gue es compartido por la mayoria de los Rotavirus Lapine. Aunque el genotipo P[22]
habia sido recientemente identificado, la relativamente alta variacion de la secuencia
entre su cepa Yy los identificados en Italia (89,1 a 90,4% de identidad de nucle6tidos),
indica que estas cepas se diversificaron mucho antes de que se describieran por
primera vez, lo que sugiere fuertemente que este genotipo pudo haber circulado en
criaderos o en la naturaleza sin ser detectado antes. Por tal motivo se concluye que
el genotipo P[22] de LRV muestra una dispersion geografica mas amplia de lo que
se pensaba, aunque la comprension de su verdadera situacién epidemiologica

necesita mas investigacion.

Lavazza et al., (2008), llevo a cabo un estudio donde el objetivo fue afirmar el papel
patogénico e importancia de Rotavirus como agente primario a través de la
estimacion de la prevalencia de LRV identificados por Nsem, en muestras de
conejos que mostraban ya sea una enteropatia o lesiones atribuibles: impactacion
cecal, dilatacion intestinal, entero-tiflitis, etc. Durante los afios 2002 a 2007,
doscientas cuarenta y tres muestras tomadas principalmente de conejos que
mostraron entero-tiflitis catarral, hemorragica o necrética, enteropatia mucoide e
impactacion cecal fueron examinadas. Por Nsem, se observd la presencia de
particulas virales en el 45,3% de ellas; Rotavirus se identificé en el 16,0%, particulas
parecidas a coronavirus en el 24,7%, parvovirus en un 9,0% y particulas parecidas a
enterovirus en un 5,8% de las muestras positivas. Ademas, adenovirus, calicivirus y
reovirus se encontraron de forma esporadica y, en 29 casos, dos o tres virus
diferentes se observaron en asociacion en la misma muestra. Utilizando los criterios

para la clasificacion de cepas de Rotavirus en base a la genotipificacion de VP4 (tipo
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P) y VP7 (tipo G), casi todas las cepas fueron caracterizadas como G3 P[22], con lo
gue se confirmo la presencia del alelo reconocido recientemente de Rotavirus P [22]

de VP4 en conejos italianos.

Al igual que en estudio de Nieddu et al., (2000), se realizaron andlisis
microbiolégicos y parasitologicos de las muestras; la disponibilidad de dichos
resultados, permitieron correlacionar las observaciones Nsem con la presencia
contemporanea de otros agentes patdgenos, como Escherichia coli enteropatdgena
(EPEC) y Staphyloccoccus aureus en conejos lactantes, Cl. spiroforme y protozoos
flagelados en los deméas conejos. Discuten el papel patogénico y la importancia de

Rotavirus como agente etiolégico primario de enteritis en los conejos.

Los resultados que obtuvieron indican que la mayoria de los casos de enteritis en los
conejos probablemente tenian multiples etiologias y que la presencia viral no era
absolutamente necesaria para la determinacion de las lesiones entéricas, por el
contrario, éstas podian estar inducidas por uno o mas agentes. La conclusion de que
no hay agentes patégenos especificos que puedan ser constantemente asociados a
las enteropatias, ha llevado a la proposicién de que el complejo — enteritis del conejo
es un sindrome multifactorial, donde los microorganismos involucrados actian

sinérgicamente incrementando de esta manera su virulencia.
2.2.1. Identificacion genética de Rotavirus en conejos

Rotavirus cepa Lapine se encuentra dentro de la especie A, subgrupo I; ha sido
identificada en Canada (LRV) (Petric et al., 1978); Japon (R-2) (Sato et al., 1982);
Italia (82/311F) (Castrucci et al., 1985), (30/96, 160/01, 229/01, 308/01) (Martella et
al., 2003), (30/96) (Matthijnssens et al., 2006); Estados Unidos (ALA, C-11, BAP,
BAP-2) (Conner et al., 1988; Ciarlet et al., 1997); Hungria (229-01, 3489/3) (Banyai
et al., 2005); China (N-5) (Guo et al., 2012); Paises Bajos (K1130027)
(Schoondermark-van de Ven et al.,, 2013) y Corea (13D025) (Kim et al., 2013),
(Rab1404) (OCem et al., 2019), y las que han sido caracterizadas pertenecen en su
mayoria al genotipo G3 de VP7 y al genotipo P[14] y P[22] de VP4 (cuadro 5).
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El analisis de las cepas ha puesto de manifiesto una homogeneidad antigénica /
genética sustancial de LRV (Martella et al., 2003, 2004, 2005; Lavazza et al., 2008;
Cilli et al., 2013). Con excepcion de la cepa japonesa R-2, todas las cepas LRV
poseen especificidad de SG | (Ciarlet et al., 2000; Martella et al., 2003).

Cuadro 5. Estudios mundiales sobre Rotavirus en conejos.

Pais Autores Cepa Genotipo
Canada Petric et al., 1978 LRV *G3 P[14]
Japon Sato et al., 1982 R-2 *G3 P[14]

Italia Castrucci et al., 1985 82/311F *G3 P[14]
E. U A Conner et al., 1988; ALA, C-11, BAP, BAP G3 P[14]
Ciarlet et al., 1997 2
Italia Martella et al., 2003; 30/96, 160/01, 229/01 G3 P[14]y P[22]
i 308/01
Matthijnssens et al.,
2006
Hungria Banyai et al., 2005 229-01, 3489/3 G3 P[22]
China Guo et al.,, 2012 N-5 G3 P[14]
Paises Bajos Schoondermark-van de  K1130027 G6 P[11]
Ven et al., 2013
Corea Kim et al., 2013 13D025 G3 P[3]
Oem et al.,, 2019 Rab1404 G3 P[22]

*Caracterizaciones realizadas por Ciarlet et al., (1997) y Hoshino et al., (2002).

2.2.2. Constelaciones de Rotavirus lapine

Hasta el dia de hoy, Unicamente han sido caracterizados cuatro genomas completos
de LRV: la cepa RVA/Rabbit-tc/ITA/30/96/1996/G3P[14] (30/96) en Italia (Martella et
al., 2003; Matthijnssens et al., 2006), la cepa RVA/Rabbit-tc/CHN/N5/1992/G3P[14]
(N-5) en China  (Guo et al, 2012), la  cepa RVA/Rabbit-
tc/NLD/K1130027/2011/G6P[11] (K1130027) en los Paises Bajos (Schoondermark-
van de Ven et al, 2013) y recientemente la cepa RVA/Rabbit-
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wt/KOR/Rab1404/2014/G3P[22] (Rab1404) en Corea (Oem et al., 2019), cuyas

configuraciones genéticas se observan en el cuadro 6.

Si bien la cepa K1130027 fue aislada a partir de conejos, los analisis filogenéticos de
los 11 segmentos indicaron que representaba una transmision directa entre especies
de una cepa RVA bovina a una colonia de conejos, motivo por el cual, dicha cepa no
es considerada una cepa tipica Lapine de RVA.

Cuadro 6. Constelaciones de genotipos de RV reportadas en conejos.
Cepa / VP7 VP4 VP6 VP1 VP2 VP3 NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 NSP5
Gen

30/96 G3 P[14] 12 R2 C2 M3 A9 N2 T6 ES H3

N-5 G3 P[14] 117 R3 C3 M3 A9 N1 T1 E3 H2

Rab1404 G3 P[22] 12 R3I C3 M3 A9 N2 T3 E3 H3

K1130027 G6 P[11] 12 R2 C2 M2 Al3 N2 T6 E2 H3

El genoma completo de la cepa italiana 30/96 contenia un total de 18,504
nucleodtidos, codificando un total 5,797 aminoacidos. Los andlisis filogenéticos
mostraron una evidente diferencia entre las secuencias de la cepa 30/96 y
secuencias de RVA de otras especies hospederas, tanto a nivel de nucle6tidos como
de aminoacidos, al asociarse en clados separados y exclusivos. Sélo las secuencias
correspondientes a VP4, VP7, NSP1 y NSP4 se asociaron con secuencias
previamente reportadas de LRV de las cepas estadounidenses ALA, BAP, BAP-2 y
C-11 e italianas 308/01, 160/01 y 229/01, lo cual daba las primeras evidencias del
alto nivel de homogeneidad genética de LRV.

La cepa N-5, aislada en China, contenia un total de 18,804 nucledtidos, que
codificaron un total de 5,796 aminoacidos. Los analisis correspondientes
demostraron que el gen VP7 exhibia identidades de secuencia de nucleotidos de
78.6 — 97.2% con cepas de Rotavirus G3 humano (B4106), simio (RRV, TUCH),
canino (CU-1, K9, A79-10), felino (Cat2, Cat97) y lapine (30/96). El gen VP4 mostré
identidades de secuencia de nucleétidos maximas de 80.6 — 85.5% con cepas de
rotavirus humano (B4106), lapine (30/96) y ovino (OVR762), todas compartiendo el
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genotipo P[14]. Por otro lado, VP4 de la cepa N5 también mostr6é una similitud de
80.0 — 81.5% a nivel de nucleédtidos con las cepas de rotavirus P[14] 30/96, C11,
ALA 'y BAP-2,y 62.3 — 63.6% con las cepas P[22] 308/01, 160/01, 229/01.

El gen VP6 mostré una similitud de 68.5 — 81.2% a nivel de nucledtidos con otras
cepas de referencia del genotipo I, sin embargo, estos valores de identidad de
secuencia fueron mas bajos que los porcentajes de corte determinados por el Grupo
de Trabajo de Clasificacion de Rotavirus (RCWG por sus siglas en inglés [Rotavirus
Classification Working Group]), el cual corresponde a 85% para el gen VP6
(Matthijnssens et al.,, 2008), para su asignacion a uno de los genotipos |
establecidos, por lo tanto, el gen VP6 de la cepa N5 fue asignado al nuevo genotipo
117.

Por su parte, los genes VP1, VP2, VP3, NSP1, NSP2 y NSP4 mostraron estar
estrechamente relacionados con los genes de la cepa simia TUCH; NSP3 y NSP5
con las cepas humanas Wa y 69M. Las cepas de simio RRV y TUCH compartieron
su ascendencia con Rotavirus caninos / felinos y mostraron una estrecha relacion

con Rotavirus humanos T152 / parecidos a felinos.

Comparaciones con los genotipos de las cepas de simio TUCH y RRV, las cepas
caninas A79-10, CU-1, K9, las cepas felinas Cat2 y Cat97, y las cepas humanas
T152 y 69M, demostraron que la cepa china N-5 posiblemente era de origen felino /
canino, o era el resultado de reordenamientos multiple involucrando Rotavirus

caninos, felinos y humanos.

La cepa de LRV Rab1404, caracterizada en la Republica de Corea, mostro ser
diferente en cinco genes (VP1, VP2, VP4, NSP3 y NSP4) respecto a la cepa 30/96 y
la cepa N-5 (VP4, VP6, NSP2, NSP3 y NSP5), mientras que fue diferente en ocho
genes (VP1, VP2, VP3, VP4, VP7, NSP1, NSP3 y NSP4) comparada con la cepa
K1130027, sin embargo, comparti6 ocho genes idénticos (VP1, VP2, VP3, VP6,
VP7, NSP1, NSP2 y NSP5) con la cepa humana parecida a bovino RCH272 y la
cepa de simio RRV (VP2, VP3, VP6, VP7, NSP1, NSP2, NSP3 y NSP4). Ademas,
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Rab1404 compartié siete genotipos con la cepa canina CU-1, la cepa humana

parecida a canino HCR3A, la cepa de murciélago LZHP2 y la cepa equina E3198.

El gen VP7 de Rab1404 mostré estar mas relacionado con las cepas de murciélagos
chinos MYAS33 (91.0%) y LZHP2 (91.3%), y la cepa de caballo argentino E3198
(91.1%), pero no con las cepas LRV. La secuencia de VP4 exhibié una similitud
méaxima de nucledtidos de 97.8% con la cepa lapine hingara 3489/3, seguida de una
similitud de 89.4, 88.8 y 87.7% con las cepas italianas 229/01, 160/01 y 308/01
respectivamente. El gen VP6 mostré estar mas relacionado con la cepa 30/96
(95.9%) asi como con las cepas humanas similares a la lapine B4106 (96.7%) y
BE5028 (97.3%).

Los genes VP1, VP2 y VP3 mostraron estar estrechamente relacionados con las
cepas LZHP2 (95.7%), MYAS33 (93.2%) y RRV (88,2%), respectivamente, mientras
gue los genes NSP1, NSP3 y NSP4 de Rab1404 estaban relacionados con RRV
(92.0%, 94.7% y 95.3%) y E3198 (89.5%, 92.9% y 93.3%). NSP2 y NSP5 se
asociaron con las cepas lapine 30/96 (94.3% y 93.2%), K1130027 (89.8% para
ambos genes), B4106 (97.8% y 98.4%), y BE5028 (98.0% y 98.1%),

respectivamente.

Rab1404 mostré compartir 3 genotipos con las cepas 30/96 y N-5, mientras que fue
diferente para los otros 8. Considerando el origen de las cepas lapine (conejos),
sigue sin ser clara la razdn subyacente a las diferencias en los genotipos, sin
embargo, se plantea que el origen / antepasado de las diferentes cepas lapine es
diferente. En el caso particular de la cepa Rab1404, los resultados indican que esta

mas estrechamente relacionada con el ancestro canino / felino de RRV.
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3. Planteamiento del problema

Rotavirus es considerado una de las principales causas de diarrea viral en diversas

especies animales en todo el mundo, incluyendo conejos.

Un numero limitado de estudios han investigado las caracteristicas moleculares de
rotavirus infectante de conejos, existiendo pocas cepas Lapine aisladas vy
parcialmente caracterizadas. Dicha situacion pone de manifiesto una falta importante
de conocimiento respecto a la composicion genética de rotavirus circulante tanto en

poblaciones de conejos silvestres, como en granjas de produccién cunicola.

El constante crecimiento de la cunicultura en México conlleva al incremento del
contacto o interaccién fisica conejo — conejo y humano — conejo, situacion que
podria generar un mayor riesgo exposicion y transmision de enfermedades, ya sean

entre las mismas especies, 0 bien, de caracter antropozoonético o zoondtico.

La naturaleza segmentada del genoma de rotavirus le confiere la capacidad de
generar eventos de recombinacion y reordenamientos genéticos, ademas de la
presentacion de mutaciones puntuales en cada segmento de dsRNA. Dichas
caracteristicas le permiten cruzar las barreras interespecies e infectar distintas
poblaciones animales, dentro de las que se incluyen la poblacién cunicola y humana.
Sin el conocimiento de la composicidbn genética de rotavirus, asi como de sus
caracteristicas moleculares, es imposible conocer el origen filogenético de cada
segmento de su genoma, asi como el origen de una cepa determinada, de la misma
manera, sera imposible comprender y realizar predicciones sustentadas sobre sus

complejos patrones evolutivos.

Desde que se reconocidé a RVA como una causa importante de diarrea viral en
mamiferos jovenes, sus caracteristicas y diversidad genética han sido ampliamente
estudiadas en humanos y en algunas especies de importancia productiva, sin

embargo, la investigacion sobre rotavirus infectante de conejos es escasa.
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4. Justificacion

El genoma de rotavirus infectante de conejos ha sido total y parcialmente
caracterizado en diferentes paises, sin embargo, no existen reportes sobre las

caracteristicas moleculares de RV en conejos en México.

En nuestro pais, la produccion cunicola es una actividad pecuaria creciente; en el
afio 2016, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion estimo que la produccion total nacional superé las 15,000 toneladas de
carne de conejo, siendo el Estado de México la principal entidad productora,
comercializadora y consumidora de dicho producto. Dentro de esta entidad, los
municipios que registran una mayor produccion son Amecameca, Texcoco,

Teotihuacan, Toluca, Jilotepec y Atlacomulco.

La caracterizacion molecular de RV en México es importante para determinar su
nivel de homogeneidad genética en comparacion con las todas las cepas lapine

reportadas.

El establecimiento de las relaciones filogenéticas de los genes de RV, contribuye al
conocimiento de la dinamica evolutiva y epidemioldgica del virus, ademas de la
posibilidad de determinar las implicaciones biolégicas que representa para la especie

hospedera, para otras especies animales y para la poblacién humana.
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5. Hipotesis

Los genes asociados a virulencia de rotavirus infectante de conejos en el Estado de
México, presentan una mayor asociacion filogenética con genotipos de rotavirus

humanos.

45



6. Objetivos

6.1. Objetivo general

Caracterizar los genotipos de rotavirus mediante los genes asociados a virulencia
(VP3, VP4, VP7, NSP1 y NSP4), aislado a partir de conejos (Oryctolagus

cuniculus) con signologia entérica, procedentes de la principal entidad productora

de México.Objetivos Especificos

1. Detectar rotavirus en muestras de conejos a través de Electroforesis en
Gel de Poliacrilamida (PAGE) y a través de Reaccion en Cadena de la

Polimerasa con Transcripcion Reversa (RT-PCR).
2. Adaptar RV a cultivo celular (MA-104) a partir de las muestras positivas.

3. Secuenciar y comparar los amplicones obtenidos de los genes VP3, VP4,
VP7, NSP1 y NSP4 con las registradas en diferentes bases de datos, asi

como asignar los genotipos a los segmentos de dsRNA.

4. Analizar filogenéticamente las secuencias de cada segmento y determinar

las implicaciones biolégicas de los resultados obtenidos.
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7. Material y método

7.1. Disefio de estudio

Tipo de investigacion
El presente estudio se desarroll6 bajo un enfoque cualitativo, descriptivo no

experimental y transversal.

Localizacion del area de estudio

El Estado de México se encuentra en la region mas alta del pais (altitud maxima
de 5,500 metros sobre el nivel del mar), en la porcion central de la Republica
Mexicana. Al norte colinda con los estados de Querétaro e Hidalgo; al sur con los
de Guerrero, Morelos y la Ciudad de México, al este con los de Tlaxcala y Puebla
y al oeste con el de Michoacan. Se encuentra en una posicién geogréfica entre las
coordenadas de 19" 21’ 15” de latitud norte y 99° 37’ 51” de longitud oeste.
Predomina el templado sub-himedo con lluvias en verano, temperatura media

entre 10 y 16 °C, y precipitacién anual entre 500 y 1500 mm.

Poblacién bajo estudio

Fueron conejos con signologia entérica (diarrea liquida, semiliquida o catarral,
deshidratacion, distencibn abdominal, anorexia, depresién), procedentes de
Amecameca, Texcoco y Teotihuacdn; importantes municipios productores de

carne de conejo ubicados en el Estado de México.

Unidad de analisis

Genes de rotavirus asociados a virulencia.

Tipo de muestreo

No probabilistico dirigido.
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Lugar del estudio

Laboratorio de Biotecnologia, Biologia Molecular y Genética, Universidad
Auténoma del Estado de México, Centro Universitario UAEM Amecameca.
Licenciatura en Medicina Veterinaria y Zootecnia. Carretera Amecameca-
Ayapango km 2.5, Amecameca, CP. 56900, Estado de México, México.
Laboratorio de Virologia Al, Facultad de Medicina, Universidad Nacional
Auténoma de México.

Anfiteatro de la Licenciatura en Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad
Autonoma del Estado de México, Centro Universitario UAEM Amecameca.
Carretera Amecameca-Ayapango km 2.5, Amecameca, CP. 56900, Estado de
México, México.

Laboratorio de Microbiologia. Universidad Autonoma del Estado de México, Centro
Universitario UAEM Amecameca. Licenciatura en Medicina Veterinaria y
Zootecnia. Carretera Amecameca-Ayapango km 2.5, Amecameca, CP. 56900,

Estado de México, México.

Periodo
El presente estudio se llevé a cabo en el periodo comprendido entre el mes de
julio de 2018 al mes de marzo de 2020, Ademas, se procesaron y analizaron_40

muestras pertenecientes a un banco biolégico del Laboratorio de Biotecnologia,

Biologia Molecular y Genética, Centro Universitario UAEM Amecameca, del
periodo 2014-2017.

7.2. Toma de muestra

Una vez seleccionados los conejos, se realizé la toma de muestra para proceder a

su analisis a través de PAGE y RT-PCR para la deteccion de rotavirus.

Ante mortem
Se colecto la mayor cantidad posible de muestra de heces de cada conejo (al
menos 3 mililitros de heces liquidas o bien 3 gramos de heces blandas o sélidas) y

se colocaron de forma individual en viales Eppendorf® de 1.6 ml, los cuales fueron
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transportados en refrigeracion al Laboratorio de Microbiologia, donde se

mantuvieron en congelacion a - 20°C, hasta su analisis.

Post mortem

En animales muertos dentro de un periodo no mayor a dos horas o bien animales
con cuadro clinico entérico severo, fueron sacrificados de forma humanitaria
siguiendo estrictamente los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-033-
SAG/Z0O0-2014, “Sacrificio humanitario de los animales domeésticos y silvestres”,
se les practicé necropsia utilizando instrumental y guantes estériles para cada
caso.

Se tomaron muestras de heces, contenido intestinal y porciones de cada
segmento de intestino delgado y grueso, las cuales fueron colectadas,
transportadas y conservadas de la forma anteriormente descrita.

7.3. Procesamiento de la muestra

7.3.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

Se llevé a cabo la extraccion de RNA total a través de la técnica de fenol-
cloroformo, de acuerdo con el siguiente protocolo:
e En un vial Eppendorf® de 1.6ml, colocar 100 microlitros (ul) de muestra,
adicionar 200ul de solucion PBS y homogeneizar.
e Tomar 200ul del homogeneizado y colocarlo en un vial nuevo, agregar 50ul
de buffer disruptor 5x.
e Agregar 125pul de fenol y 125ul de cloroformo, homogeneizar en vortex por
2 minutos.
e Centrifugar a 10,000 revoluciones por minuto (rpm) por 5 minutos.
e Colectar todo el sobrenadante sin tocar la fase intermedia y colocarlo en un

vial nuevo debidamente etiquetado.

Una vez obtenido el RNA total, este fue analizado por PAGE con el objetivo de

obtener patrones electroforéticos caracteristicos de los 11 segmentos de RNA de
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doble cadena de rotavirus. La Electroforesis en Gel de Poliacrilamida se llevé a
cabo siguiendo el siguiente protocolo:

e Al RNA extraido (190ul aproximadamente), afiadir 21.1pl de azul de
bromofenol en glicerol (buffer de carga), nueve partes del sobrenadante
mas una parte buffer de carga.

e Homogeneizar girando el vial varias veces.

e Correr el un gel de poliacrilamida al 7.5% con un grosor de 1 milimetro.

Gel inferior (7.5%)

Reactivo 1 gel 2 geles
Agua Mili-q 11.08 ml 22.16 ml
Acryl-bis (30:0.8) 5.64 ml 11.28 ml
Tris 1.5 M, Ph 8.8 7.5ml 11.28 ml
APS 10% 150 pl 200 pl
TEMED 15 pl 20 pl
Volumen total 22.5 ml 44.94 ml

Gel superior (5%)

Reactivo 1 gel 2 geles
Agua Mili-q 4.48 ml 8.96 ml
Acryl-bis (30:0.8) 0.75 ml 1.5 ml
Tris 1.5 M, Ph 8.8 2.5 ml 5.0 ml
APS 10% 75 ul 150 pl
TEMED 7.5 ul 15 pl
Volumen total 7.8 ml 15.6 ml

o Elaborar el buffer de corrida: diluir el stock de 10x a 1x. En una probeta de 1
litro, colocar 900 ml de agua bidestilada.
e Adicionar 100 ml de buffer de corrida (10x), colocar papel parafilm y

homogeneizar.
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e Una vez polimerizado el gel superior, quitar peines y cargar 100ul de cada
muestra.

e Armar la camara de electroforesis vertical y llenar con buffer de corrida.

e Correr toda la noche a 360 mA/hr total (18 horas a 19 mA para 2 geles (si
fuese 1 gel =18 hrs a 10 mA, o0 10 hrs a 18 mA).

Tincion de gel con plata

1.- Fijar en agitacién de 30 a 45 minutos en solucion E 1X (Fijadora) [Solucién E
10X, etanol - 287ml, acido acético glacial - 3ml]. Retirar la solucién.

2.- Incubar en agitacién de 30 a 45 minutos en solucion F 1X [Solucion F 100X,
AgNOs - 5.5g, H20 - 30 ml].

3.- Enjuagar brevemente con agua bidestilada, dos veces.

4.- Revelar con solucion G 1X (Reveladora), hasta que las bandas sean visibles
[Solucién G, NaOH - 10M - 7ml, Formaldehido - 37% - 0.8 ml, H20O - 100ml]. Para
un gel de 1mm se necesitan 100ml, para 2 geles de 1mm 200ml.

5.- Detener la reaccion con Acido Acético a 5%.

6.- Visualizar en transiluminador.

Elaboracién de soluciones

Solucién Reactivos Cantidad Concentracion
Buffer disruptor TRIS base pH 6.8 0.605 gr 0.05M
EDTA 1.46 gr 0.05 M
SDS 5gr 5%
NacCl 0.29 gr 0.05M
H20 100 ml
Buffer de carga Glicerina 9.72 mi
Azul de Bromofenol 50 pl *Disolver gota a
3.5% gota afadiendo
NaOH 1M
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Solucion E 10X Etanol 287 ml

Acido acético glacial 3ml
Solucién F 100X AgNO3 550r
H20 30 mi
Solucion G NaOH 14 ml 10M
Formaldehido 37% 1.6 ml
H20 cbp 200 ml
Solucién de paro Acido acético 12.5 ml
H20 cbp 250 ml
Buffer de corrida TRIS base 30.3 gr 0.25M
10X pH 8.3 Glicina 144 gr 1.92M
H20 1L
Acrilamida—-Bis Acrilamida 30gr
30:0.8 Bisacrilamida 0.8 gr
H20 100 ml

7.3.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcripcion
Reversa

Todas las muestras fueron procesadas por RT-PCR, en el Laboratorio de
Biotecnologia, Biologia Molecular y Genética del Centro Universitario UAEM

Amecameca.

Se llevd a cabo la extraccion del RNA total de las muestras mediante la técnica de
fenol — cloroformo, empleando TRI Reagent® (Zymo Reseach™), de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.

Se realizaron RT-PCR’s empleando el kit comercial SuperScript® 1l One Step RT-
PCR with Platinum® Taq (Invitrogen™), para la identificacion de RV mediante la
amplificacion de los genes VP6, VP4 y VP7. Para la deteccion de VP6, se
emplearon los cebadores disefiados por Gémara et al.,, (2002), los cuales
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amplifican un fragmento de 379pb del gen VP6 (VP6-F [nt 747-766] 5'
GACGGVGCRACTACATGGT 3 'y VP6-R [nt 1126 a 1106] 5
GTCCAATTCATNCCTGGTGG 37). Para VP4 se utilizaron los cebadores
reportados por Gentsch et al., (1992), para la amplificacion de un fragmento de
876pb (Con 3 [nt 11-32] F 5 TGGCTTCGCCATTTTATAGACA 3 y Con 2 [nt
887-868] R 5 ATTTCGGACCATTTATAACC 3’). Para la amplificacion completa
de VP7, se utlizaron los cebadores Beg 9 (nt 1-28) F %
GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG 3 y End 9 (nt 1062-1036) R &
GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 3’ reportados por Gouvea et al., (1990).
Como control positivo para todas las reacciones, se emple6 la vacuna pentavalente
Rotateq (laboratorio Sanofi Pasteur MSD), la cual contiene cepas variantes
humano-bovino de rotavirus: G1, G2, G3, G4 y P1A (genotipo P1[8]).

Los productos de PCR fueron colocados en geles de agarosa 2x tefiidos con
bromuro de etidio, seguido del proceso de electroforesis, con un tiempo de 30
minutos a 100 Volts. Los productos amplificados fueron visualizados en un

transiluminador de luz ultravioleta.

Las muestras positivas a rotavirus por PAGE y/o por RT-PCR, fueron candidatas
para el intento de adaptacion a condiciones de -cultivo celular y posterior

aislamiento viral.
7.3.3. Cultivo celular

El proceso de cultivo celular se llevé a cabo conforme al siguiente protocolo:

Descongelamiento de células MA-104 (células de rinbn de mono verde

africano, Chlorocebus spp.)

e Sacar las células MA-104 del contenedor con nitrogeno liquido vy
descongelar rapidamente en agua a 37 °C.

e En un tubo conico estéril de 15 ml, colocar las células descongeladas y
agregar 10 ml de MEM-10 (10 = 10% suero fetal bovino), mezclar

gentilmente y centrifugar a 1000 rpm por 10 minutos.
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e Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 5 ml de MEM-10.

e Agregar 10ml de MEM-10 en un frasco F75 (75 cm? Cell Culture Flask,
Corning Incorporated COSTAR), incubar a 37 °C y posteriormente agregar
los 5 ml con las células.

e Rotular el frasco indicando linea celular, nUmero de pase, fecha y nombre de
usuario.

e Incubar a 37 °C, en una atmosfera de CO:2 al 5%, hasta alcanzar

confluencia.
Subcultivo de células MA-104

e El medio de cultivo debera temperarse antes de ser utilizado.

¢ Eliminar el medio de cultivo del frasco que sera subcultivado.

e Lavar la lamina de monocapa con 10 ml de verseno (EDTA sal disddica,
PBS Sol. A), evitando agregar la solucion directamente sobre las células.

e Desechar el sobrenadante. Realizar dos lavados.

e Afadir 5 ml de TRIPSINA-Verseno (EDTA), y distribuir el liquido
uniformemente sobre toda la capa. Retirar el exceso dejando solamente de 1
alb5ml

e Incubar 5 minutos a 37 °C. Pasado el tiempo de incubacién, dar pequefios
golpes en el canto del frasco para disociar a las células.

e Agregar cuanto baste para 10 ml de MEM-10, y lavar la superficie del frasco
donde se encontraban adheridas las células (solo se conservara el volumen
a emplear para el subcultivo, el resto se desechard).

¢ Identificar el nuevo frasco con la rotulacién antes mencionada.

e Incubar a 37 °C, CO2 5%, hasta alcanzar el nivel de confluencia deseada.
Adaptacion de rotavirus infectante de conejos a partir de heces o tejido

El intento de adaptacién de rotavirus previamente identificado en muestras se llevo
a cabo de acuerdo con el siguiente protocolo (Urasawa et al., 1981; Ward et al.,
1991; Arnold et al., 2009):
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a) En un vial Eppendorf® de 1.6ml, preparar un homogenizado de
aproximadamente 15% (peso/volumen) de heces utilizando MEM sin suero
(SS).

b) En un vial Eppendorf® de 1.6ml, preparar un homogenizado de
aproximadamente 15% (peso/volumen) de tejido previamente triturado con
mortero u otra técnica, utilizando MEM-SS.

Centrifugar a 10,000 rpm a 4 °C por 15 minutos. Transferir el sobrenadante a
un nuevo tubo de 1.6 ml.

Por cada 1 ml de sobrenadante recuperado afiadir:

1.- 100 pl de penicilina/estreptomicina (stock 10,000 U penicilina, 10 mg
estreptomicina por ml).

2.- 100 pl de anfotericina B (stock 0.25 mg/ml).

3.- 5 pl de tripsina (stock 2 mg/ml en MEM-SS).

4. Incubar 30 minutos (o 1 hora) a 37 °C.

5. Por cada 1 ml de sobrenadante recuperado, afadir:

9.

1.- 100 pl de gentamicina (stock 5 mg/ml).

Lavar los frascos F-75 con células MA-104 confluentes 2 veces con MEM-
SS, y afiadir 15 ml de MEM-SS.

Infectar 2 frascos F-75 por muestra, uno con 100 pl y otro con 10 pl del
inoculo. Adsorber durante 1 hora a 37 °C, homogenizar cada 10 minutos.
Posterior a la incubacion de 1 hora, lavar las células 2 veces con MEM-SS,
afiadir MEM-SS + 2 mg/ml de tripsina.

Incubar a 37 °C CO2 5%. Afadir cada tercer dia 2 mg/ml de tripsina.

10.Cosechar cuando se observe efecto citopatico o a los 5 dias.

11.Congelar y descongelar una vez los frascos F-75, y dar un segundo pase,

tratando el virus con tripsina y siguiendo los pasos 5 a 8.

12.Evaluar el dsRNA de rotavirus de ambos pases mediante PAGE y/o por RT-

PCR. En caso de observarse bandas tenues, realizar un tercer pase. De no
obtener resultados positivos, realizar los pases ciegos que se informe en la

literatura.
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7.4. Andlisis de resultados

Los fragmentos amplificados a través de RT-PCR, fueron purificados a partir de
gel utilizando el QIAquick Gel Extraction Kit® (Qiagen™), segun instrucciones del
fabricante. Los fragmentos purificados fueron secuenciados en un ABI Prism 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Las secuencias obtenidas fueron empleadas para realizar la busqueda de similitud
y genotipado de secuencias de nucledétidos y aminoacidos empleando el programa
BLAST (Herramienta de busqueda béasica de alineacion local) del Centro Nacional
de Informacién Biotecnoldgica (NCBI, Institutos Nacionales de la Salud, Bethesda,
MD).

Las secuencias obtenidas fueron comparadas en alineamientos mudltiples de
secuencias con las secuencias reportadas a nivel mundial en diferentes bases de
datos (GenBank, EMBL y DDBJ). Los analisis molecular y filogenético se llevaron
a cabo mediante el software MEGA X (Kumar et al., 2018). Como herramienta
complementaria para la asignacién de genotipos, se empleé el programa de
genotipado automatico RotaC 2.0 para rotavirus especie A disponible en

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

Se llevaron a cabo diversos muestreos en granjas de produccion cunicola ubicadas

en los municipios Amecameca, Texcoco, Teotihuacan y Toluca (figura 7).
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Figura 7: A - L. Producciones cunicolas muestreadas.

Una vez concluido cada muestreo en campo, los conejos y/o heces fueron
transportados al Anfiteatro y al Laboratorio de Microbiologia del Centro
Universitario UAEM Amecameca, donde se procedi6 a la toma e identificacion de
muestras de heces, contenido intestinal y tejido de todas las porciones de intestino

delgado (duodeno, yeyuno, ileon) y grueso (ciego, colon, recto) (figura 8).
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Figura 8: A - F. Procesos de necropsias y recoleccion de muestras.

Cada muestra de heces y/o contenido intestinal fue homogeneizada y dividida en
cuatro porciones, de acuerdo con la actividad a realizar:

e Una porcion para ser procesada a través de PAGE.
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e Una porcion para ser procesada a través de RT-PCR.
e Una porcion para realizar cultivo celular.

e Una porcion para almacenamiento (stock).

En total, se recolectaron 148 muestras procedentes de conejos con signologia

entérica (diarrea, distencion abdominal, depresién, anorexia, deshidratacion).
Electroforesis en gel de poliacrilamida

Las muestras fueron transportadas en congelamiento al Laboratorio de Virologia
Al, de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autbnoma de México,

donde fueron analizadas por PAGE (figura 9).

60



Figura 9: A - F. Procesamiento de muestras por Electroforesis en Gel de Poliacrilamida.

Tras la realizacién de distintos geles, en ninguno de ellos se logré apreciar el
patrén electroforético caracteristico de dsRNA de rotavirus (figura 10), sin embargo,
las muestras no se consideraron negativas; se planted la posibilidad de que
Rotavirus estuviera presente en algunas de ellas, pero con una carga viral

insuficiente para poder visualizar los segmentos de su genoma a través de esta

técnica.
Proteina RRV Ccl-|+2
Segmento (+) 11 12 13 14 15 16 18 19 20 21 16
de RNA
V1 11— T -
VP2 2 2 P2
vVP3 3~ =<3 yp3
il T T4 vea
NERl DS —— 5 NSP1
VP6 6—— ———6 VPG
NSP2 7 7 NSP2
NSP3 87\= —_< 8 NSP3
VP7 9 9 VP7
NSP4 10—— —— 10 NSP4
NSP5,6 11 ———11 NSP5,6

Figura 10-A
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Figura 10-B
Proteina
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Figura 10-C
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2 VP2

VP2 —
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==<8 NsP3
NSP3 8>= N9 vp7
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———11 NSP5,6

NSP5,6 11

Figura 10-D

Figura 10: A - D. Geles de poliacrilamida tenidos con nitrato de plata donde se analizaron
diferentes muestras para la deteccion de dsRNA de RV. RRV (+) y C+ RNA: control
positivo de la extraccion. CH2 16 (+): control positivo de la elaboracion del gel y tincion.

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion reversa

Todas las muestras fueron procesadas mediante RT-PCR, a través del uso de
cebadores de diagndstico para la amplificacion parcial de los genes NSP3, VP7 y
VP6 de rotavirus, en el Laboratorio de Biotecnologia, Biologia Molecular y Genética
del Centro Universitario UAEM Amecameca.

Se obtuvieron amplificaciones a los tamafios esperados 72, 239 y 389pb para los
genes NSP3, VP7 y VP6 respectivamente, a partir de diferentes muestras (figura
11).
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Figura 11. Geles de agarosa a 3x que muestran amplificaciones de diferentes genes de
RV, en los 3 casos se emple6 un marcador de peso molecular de 1kb (carril 1), seguido del
control positivo (carril 2) y DNA de conejo como control negativo (carril final). Figura 11-A:
amplificaciones de 72pb correspondientes al gen NSP7; 11-B: productos de 239pb
correspondientes a VP7; 11-C: amplicones de 389pb correspondientes a VP6.
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Las muestras positivas al menos a un gen, fueron analizadas empleando

cebadores de longitud completa para la amplificacion de los genes VP4, VP7,

NSP1y NSP4 (figura 12).
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Figura 12. Geles de agarosa a 2x que muestran amplificaciones de diferentes genes de
RV, en los 3 casos se emple6 un marcador de peso molecular de 1kb (carril 1), seguido del
control positivo (carril 2) y DNA de conejo como control negativo (carril final). Figura 12-A:
amplicones de 876pb correspondientes a VP4; 12-B: productos de 1,591pb de NSP1; 12-
C: amplicones de 1,062pb de VP7; 12-D: productos de 738pb de NSP4.
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Mediante el uso de distintos cebadores, se obtuvieron amplificaciones para
diferentes genes de RV (cuadro 7), obteniéndose en total 6 muestras positivas,
mismas que fueron candidatas para el intento de adaptacion a condiciones de

cultivo celular.

Cuadro 7. Relacion muestras — genes amplificados de rotavirus.

Muestra ID Genes amplificados
3 NSP1, NSP3, NSP4, VP4, VP6 y VP7
6 NSP3y VP7
17 VP6y VP7
72 NSP3y VP6
84 NSP3y VP6
85 VP6

Cultivo celular

Las muestras positivas a algin gen por RT-PCR fueron procesadas para la

adaptacion de RV a condiciones de cultivo celular (figura 13).

Ly =
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-

Figura 13-A 1 Figura 13-B

Figura 13: A - C. Imagenes del proceso de cultivo in vitro.
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A continuacion, se presenta un cultivo celular normal (sin inocular) de células MA-
104, donde se observa una lamina de monocapa confluente (figura 14-A), seguido
de un cultivo celular infectado con RRV, se aprecia el efecto citopatico
caracteristico de RV (pérdida de estructura celular, desprendimiento y focos liticos)
(figura 14-B).

Figura 14-A Figura 14-B

Figura 14-A. Cultivo celular de células MA-104 sin inocular. 14-B: Cultivo celular infectado
con RRV; se aprecia un evidente efecto citopatico.

Tras llevarse a cabo distintos procesos de adaptacion de rotavirus a condiciones de
cultivo celular, no se observaron efectos citopaticos atribuibles a la infecciéon por RV

en ninguna de las muestras analizadas (figura 15).

Figura 15-A Figura 15-B
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Figura 15-C Figura 15-D

Figura 15: A - D. Cajas de cultivo inoculadas con soluciones de muestras positivas a RV

por RT-PCR, no se detecta presencia de efecto citopatico.
Secuenciacion y analisis

Los resultados de secuenciacion, analisis molecular y filogenético se encuentran

incorporados en los productos de la presente investigacion.
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9. Productos

A continuacion, se enlistan los productos generados a partir de la presente

investigacion.

1. Publicacion del trabajo de investigacion titulado “Andlisis de la presencia de
Rotavirus en conejos en el Estado de México” en la Revista Mexicana de
Ciencias Pecuarias, indexada en JCR, con un factor de impacto de 0.8,
ubicada en el cuartil 3. El trabajo fue publicado en la edicion Vol. 10, NUm. 2
(2019): Abril-Junio. Disponible en:

https://cienciaspecuarias.inifap.gob.mx/index.php/Pecuarias/article/view/4638

- .|
Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias

REVISTA MEXICANA DE CIENCIAS PECUARIAS

https: fdoi.org’10.2231 % mmep w1012 4638
Mota deitrrestigaci dn

Analisis de la presencia de Rotavirus en congjos del Estado de Meéxico ‘

Ernrmanuel Reynoso Utrera ®
Linda Guiliana Bawtista Gimez®*
José Simin Martinez Castafieda ®
Catrilo R.otero Miflez ®

Wirginia Guadalupe Garcia Rubio®
Gabriela Laper Aguado Alrrazin®
Pedro Abel Hernandez Garcia®
Enrique Espinosa Avala®

t Universidad Aotonora del Estado de Wlddco. Centro Universitario TAFW
Arperarneca, Kim 2.5, Carretera Arnecarmeca Avapango, 59000, Iésico.

b Universicad Autdnoma del Estado de México, Centro de [nwvestigacion v Estudios
Avanzados en Salud Anmal, Facultad de Medicina Veteinaria v Zootecrda. Toluca,
Estado de Weéxico, Iéxico.

*sutor de correspondencia; lin bag@yahoo. corm tres, 1gbauti stag@uaemes rox
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2. Elaboracion de articulo cientifico titulado “Unusual G3 P[8] rotavirus genotype

b
W OWXW-] G\w -8

14
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30
31

de 2.3, ubicada en el cuartil 1.

27N

e animals (moPy

Type of the Paper (Article)

Unusual G3 P[8] rotavirus genotype detected in a
mexican rabbit, possible human - rabbit interspecies
transmission

Emmanuel Reynoso-Utrera %, Linda Guiliana Bautista-Gomez?, and José Simon
Martinez-Castaiieda 3

' Laboratorio de Biotecnologia, Biologia Molecular y Genética. Universidad Autdnoma del Estadode Meéxico,
Centro Universitario UAEM Amecameca. Licenciatura en Medicina Veterinaria y Zootecnia. Carretera
Amecameca-Ayapangokm 2.5, Amecameca, CP. 56900, Estado de Méxdico, México.

z Laboratorio de Biclogia Molecular, Centro de Investigacion y Estudios Avanzadosen Salud Animal,
Facultad de Medicira Veterinaria y Zootecnia, Universidad Auténoma del Estado de Méxdico, Toluca, C.F.
50090, Estado de Méxdco, México.

* Correspondence: lin_bag@yahoo.com.mx

Received: date; Accepted: date; Published: date
Simple Summary:

Rotavirus species A (RVA) is considered a major cause of viral gastroenteritis in humans and
young animals worldwide. Inthe present study, rotavirus was detected in intestinal tissue samples
from a rabbit with enteric signology by means of RT-PCR, through the amplification of genes that
encode the proteins of the outer layer capsid VP4and VP7. Molecular and phylogenetic analyzes of
the strain identified as C-3/15 showed that VP4 was cdosely related to the human rotavirus (HRV)
strain VU12-13-42 (97.63% nt and 99.04% aa identity), genotype P [8]. For its part, VF7
demonstrated a high identity degree with the 6235 strain (96.81% nt and 97.03% aa identity), G3
genotype, also human origin. The results obtained represent evidence of a possible rotavirus
human-rabbit interspecies transmission event, which had not been previously documented. It is
suggested that C-3/15 strain may belong to the same HRV strain circulating in the region, or may
have originated by genetic rearrangements between different human or lapine rotavirus. Thisis the
first report of genotyping of rotavirus identified in rabbits in Mexico.

Abstract:

Rotavirus species & (RVA) is an important etiologic agent of acute gastroenteritis in young humans
and animals worldwide, including rabbits. Studies that have investigated the genetic characteristics

of rotavirus in rabbits {lapine rotavirus or LRV) are limited, and to date, the characterized LRV

detected in a mexican rabbit, possible human - rabbit interspecies transmission
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3. Elaboracion de articulo cientifico titulado “New genotype G3 P[8] E2 of rotavirus
identified in a Mexican gastroenteric rabbit”’, mismo al que se le estan

realizando los ajustes finales.

1 New genotype G3P[8] E2 of rotavirus identified in a Mexican gastroenteric
2 rabbit

3 Emmanuel Reynoso-Utrera!, Linda Guiliana Bautista-Gémez!"", José Simén
4  Martinez C astaiieda’.
5 lLaboratorio de Biotecnologia, Biologia Molecular y Genética. Universidad Auténoma del
6 Estado de México, Centro Universitario UAEM Amecameca. Licenciaiura en Medicina
7  Veterinaria y Zootecnia. Carretera Amecameca-Ayapango km 2.5, Amecameca, CP. 56900,
8 Estado de México, México.
9 2Laboratorio de Biologia Molecular, Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en
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13 Abstract

14  Rotavirus species A (RVA) are one of the main causes of acute viral gastroenteritis in humans

15  and animals. Studies that have investigated the genetic characteristi¢s of infecting rabbit rotavirus
16  strains (lapine) are limited, and to date, those that have been characterized have been assigned to
17  the G3 genotypes of VP7, P [14] and P [ 22] of VP4 and E3 and E5 of NSP4. In the present

18  study, the genotypic characterization of a rotavirus identified in a rabbit with severe enteric

19  signologyin Mexico was performed. Based on the sequence and phylogenetic analysis of the

20 VP7, VP4 and NSP4 genes of the rotavirus strain identified in this study (C-3/15), the G3 P [8]
21  E2 genotypes were identified, however, none presented a important association with lapine

22 strains. genotypes G3 and P[8] were shown to be closely related to human rotavirus, while E2

23  wasassociated with a vaceine strain of rotavirus. It is suggested that the findings presented may
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10. Conclusiones generales

Rotavirus es considerado una de las principales causas de gastroenteritis aguda en
humanos y animales jovenes en todo el mundo. En la presente investigacion, rotavirus
fue identificado en 4% (6/148) del total de muestras analizadas, resultado que sugiere
que el papel que desempefia rotavirus en la presentacion de signologia entérica en la
poblacién cunicola de la regidn bajo estudio, podria considerarse de poca relevancia,
sin embargo, no se descarta la hipotesis de que RV tenga un papel importante en el
ingreso y replicacién de otros agentes patdgenos, como Eimeria spp., mediante la
alteracién del epitelio intestinal.

Rotavirus fue identificado en diferentes muestras solo mediante el empleo de distintos
pares de iniciadores, en otras palabras, incluso utilizando diferentes pares de
cebadores (reportados o disefiados) para un mismo gen, no fue posible obtener
amplificaciones de todos los segmentos objetivo de RVA a partir de una sola muestra
(excepto de C-3/15). Se plantea que estos resultados pueden ser atribuidos a una alta
variabilidad genética de rotavirus en la regiébn de estudio. De ser correcto este
planteamiento, dicha variabilidad, por si misma, podria evidenciar importantes
cambios en la conformacién genética de RV (incluso en regiones altamente

conservadas), de una determinada zona geogréfica a otra.

Se identificaron los genotipos G3 P[8] E2 de los genes VP7, VP4 y NSP4
respectivamente de rotavirus, detectado en muestras de conejos con signologia
entérica en el Estado de México, resultado que contrasta con la homogeneidad
genética que ha demostrado tener LRV a nivel mundial. Por otro lado, las secuencias
obtenidas de VP7 y VP4 mostraron mayores relaciones filogenéticas con cepas de
rotavirus humano, mientras que NSP4 estuvo mas relacionado con una cepa vacunal
de RV.

Los resultados obtenidos indican que el rotavirus identificado (C-3/15) no pertenece a
una cepa Lapine tipica, sino que, probablemente, se trata de una cepa resultante de
rearreglos genéticos entre diferentes cepas de rotavirus humanos (considerando que

VP4 y VP7 no se asociaron a una misma cepa HRV) y cepas de origen vacunal. Se
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sugiere la realizacién de estudios de vigilancia epidemiologica de rotavirus para poder
determinar si los genotipos identificados son comunes a una cepa de RV salvaje
circulante en la region de estudio, o se trata de un evento aislado sin mayor

significancia biologica.

Se ha informado que cualquier vacuna rearreglada de rotavirus posee tedricamente el
potencial de rearreglarse con rotavirus de tipo salvaje o con otros componentes de la
misma vacuna para formar nuevos rearreglantes in vivo, lo cual da explicacion a la
interesante asociacion de NSP4 con una cepa vacunal, ademas, ya se ha reportado la
identificacion de rearreglos genéticos entre cepas de rotavirus de tipo salvaje con
cepas vacunales de RV.

Se apoya la propuesta de que el uso generalizado de la vacuna RotaTeq, ha
permitido la introduccién de genes de vacuna en cepas de rotavirus salvaje, lo cual
tendra un impacto en la composicion genética, epidemiologia y evolucion de los virus
circulantes asociados con infecciones humanas y, de acuerdo con nuestros

resultados, también animales.

La presente investigacion representa el primer informe sobre la presencia de rotavirus
humanos en conejos con signologia entérica, asi como la identificacion de posibles

rearreglantes entre cepas de rotavirus humanos y cepas vacunales en animales.
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