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Resumen

Los hantavirus (Bunyaviridae) son agentes zoondticos cuyos principales reservorios naturales
son mamiferos de los 6rdenes Rodentia y Soricomopha. La transmisidn ocurre mediante
aerosoles generados por las excretas de animales infectados. La infeccidn en humanos es
incidental, a través de la inhalacion de particulas virales existentes en los aerosoles
provenientes de roedores. En las Américas, la enfermedad causada por estos virus se
denomina sindrome pulmonar por hantavirus (SPH).

En Uruguay la mayoria de los casos de hantavirosis ocurren al Sur del Rio Negro, en especial en
Montevideo, Canelones, Colonia, San José, Soriano y Rocha. En 2009 se reporté el primer caso
en el norte de Uruguay (Artigas) y en 2014 se confirma el primer caso en Paysandu.

El objetivo de este trabajo es estudiar la variabilidad genética de hantavirus causantes de SPH
en Uruguay. Para ello se utilizd ARN total obtenido de muestras seropositivas para SPH (2006 —
2013), diagnosticadas en el Departamento de Laboratorios del MSP. Con el fin de obtener la
secuencia completa del segmento S del genoma viral (aproximadamente 1800 pares de bases),
se pusieron a punto 9 reacciones de RT — PCR anidadas solapantes. Las secuencias obtenidas se
ensamblaron, editaron y alinearon con secuencias disponibles en GenBank. Se obtuvo la
secuencia completa de 11 muestras. Se realizaron andlisis filogenéticos por madaxima
verosimilitud y busqueda de recombinantes con el programa RDP v3. Se analizaron los
porcentajes de homologia y tasas de sustitucidon no sindnima/sindnima en la regidn codificante
de la nucleoproteina. Los andlisis mostraron que todas las muestras pertenecen al genotipo
Lechiguanas/Central Plata, con elevados porcentajes de homologia intragrupo (96,8%) y entre
grupo con los genotipos Bermejo y Neembucu (91,7% y 90,1%, respectivamente). El conjunto
de secuencias analizadas mostré una tasa de cambios no sindnimos vs sindnimos (dN/dS)
global de 0,858, compatible con seleccién negativa. Se encontraron 7 sitios con seleccion
fuertemente negativa y un Unico sitio sometido a seleccién positiva. Una de las cepas mostrd
evidencia de recombinacidn.

Los hantavirus son agentes causales de enfermedades graves y poseen un elevado indice de
mortalidad, por lo que representan un creciente problema para la salud. Por sus caracteristicas
bioldgicas estos virus poseen gran plasticidad para introducir cambios en su genoma. El
conocimiento de su variabilidad genética a través del tiempo es relevante, ya que aporta
informacidn atil para el disefio de politicas de prevencién y control.
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I Introduccion.

1. Familia Bunyaviridae
1.1. Definicién

La familia Bunyaviridae se establecié como tal en el afio 1975 para agrupar una gran cantidad
de virus con propiedades morfoldgicas, morfogénicas y antigénicas similares.

Esta familia incluye mas de 300 miembros serolégicamente diferentes divididos en cinco
géneros. Los géneros Bunyavirus, Hantavirus, Nairovirus y Phlebovirus comprenden virus
capaces de infectar animales, mientras que los pertenecientes al género Tospovirus infectan
mas de 400 especies diferentes de plantas.

Mientras que la mayoria de los virus pertenecientes a esta familia son transmitidos por
artropodos, los hantavirus poseen como reservorio a mamiferos de los érdenes Rodentia y
Soricomopha.™

1.2. Género Hantavirus

Se trata de virus envueltos, generalmente esféricos de 80 — 120nm de didmetro, de genoma
ARN simple hebra de polaridad negativa y cdpside helicoidal. Consta de tres segmentos, el
segmento L (large) el cual codifica para la ARN polimerasa, el segmento M (medium) que da
lugar a glicoproteinas de superficie G¢ y Gy, y el segmento S (small) que codifica la proteina de
la nucleocépside (proteina N)."?

S segment (1.6-2kb) L segment (6.5kb)
Ho- 3N} vo-3— I 5

M segment (3.6kb)
HO—3'—1 Ge | Gn —5

Cleavage by host protease

Figura 1. Segmentos del genoma ARN de Hantavirus.”

Dentro del virién, los ARN gendmicos forman un complejo con la proteina N para formar las
ribonucleoproteinas (RNPs), las cuales se circularizan debido a la presencia de secuencias
complementarias en los extremos 5 'y 3' terminal de cada segmento gendmico. y

Los hantavirus carecen de proteina de matriz, es por ello que se cree que la proteina N es la

encargada de mediar la interaccion entre las RNPs y la cara interna de la envoltura viral.

En el exterior de la superficie viral se pueden observar proyecciones de aproximadamente
12nm que corresponden a las glicoproteinas, las cuales se extienden desde la bicapa lipidica

hacia el exterior.”?
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Glycoprotein (Gn and Ge)

Polymerase (L)

El]

Figura 2. Estructura del viridn.

1.2.1. Etapas de la replicaciéon
1.2.1.1. Adsorciény entrada

Los hantavirus infectan células epiteliales, endoteliales, dendriticas foliculares, macréfagos, y
linfocitos."”) Como en la mayoria de los virus envueltos, la adhesidn a los receptores de la célula
hospedera estd mediada por las glicoproteinas que se encuentran en la envoltura viral. Las
proteinas que actuan como receptores virales pertenecen a la familia de las integrinas. Una vez
ocurrida la adsorcidn el virus entra a la célula por endocitosis en zonas de la superficie celular
conocidas como depresiones recubiertas de clatrina. Los endosomas posteriormente se
acidifican provocando la fusiéon de su membrana con la envoltura viral, haciendo que se libere
la nucleocapside al citoplasma celular.™

1.2.1.2. Transcripciony traduccion

Luego del desnudamiento del genoma viral, se inicia la transcripcion de los genes mediante la
|.[4]

asociacion de la proteina L con los tres segmentos de ARN vira
El proceso de transcripcion comienza mediante la accidn de una endonucleasa asociada a la
polimerasa viral que procesa los ARNm de la célula hospedera. Esta enzima corta el complejo
cap existente en el extremo 5 de éstos para dar inicio a la sintesis de ARNm a partir del
genoma viral. Mientras que la traduccion de los segmentos L y S ocurre en ribosomas libres en
el citoplasma, la traduccién del segmento M se da en ribosomas asociados al reticulo
endoplasmatico rugoso. Las glicoproteinas de superficie Gc y Gy forman heterodimeros que

son transportados desde el reticulo al aparato de Golgi donde completaran su glicosilacién.[”

1.2.1.3. Replicacidon gendmica

En virus con genomas de sentido negativo, el pasaje de transcripcion primaria a replicacion
requiere el cambio de sintesis de ARNm a sintesis de ARNc de longitud completa y luego
generacion del ARNv.

La polimerasa debe en primer lugar funcionar como endonucleasa dependiente de cap para
generar un “primer” para iniciar la sintesis de un transcripto de longitud subgendmica. En
cierto punto, la polimerasa debe cambiar a un proceso de iniciacién de la transcripcion
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independiente en el extremo 3’ de la hebra y producir un transcripto de longitud completa, el

cual sera posteriormente encapsidado.™
1.2.1.4. Ensamblaje y liberacion

Para que ocurra el ensamblaje de las particulas virales se debe producir la interaccion entre las
ribonucleoproteinas y las proteinas virales de envoltura. Las primeras se encuentran en la cara
citoplasmatica de membranas vesiculares mientras que las proteinas virales se localizan como
proteinas transmembrana principalmente en el lado luminal del aparato de Golgi. Esta
interaccion causa el brotamiento de las particulas virales en cisternas del Golgi. Finalmente los
viriones son transportados en vesiculas secretoras hacia la membrana plasmadtica para su

(1]
i Nucleus

@ Transcription @
Replication @ mRNA g8 @-g- T .~ Ny ~

Translation

| ‘L@%wm

Assembly O

liberacion por exocitosis.

@ \ Attachment
——

Uncoating

- ol

ar

5]

Figura 4. Micrografia electrénica del aislado del virus Sin Nombre, un agente causante del sindrome pulmonar por
hantavirus (SPH).W
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Los hantavirus son causantes de dos clases de enfermedades: la fiebre hemorragica con

sindrome renal (FHSR) y el sindrome pulmonar por hantavirus (SPH).!®

1.2.2. Historia y localizacién geografica

El primer brote de enfermedad causada por el virus tuvo lugar durante la guerra de Corea
(1950 — 1953) donde mas de 3000 soldados contrajeron la entonces denominada fiebre
hemorragica de Corea, llamada hoy en dia fiebre hemorragica con sindrome renal (FHSR). Se
denomind con el nombre de hantavirus al agente causal de dicha enfermedad debido a su
primer aislamiento cerca de la orilla del rio Hantaan. Mds adelante, en el afio 1993, en la
region de Four Corners en Estados Unidos se descubrié una nueva enfermedad causada por un
virus de similares caracteristicas pero genéticamente divergente; la misma se designd
sindrome pulmonar por hantavirus (SPH).”

Los Hantavirus se pueden agrupar en: Hantavirus del Viejo Mundo, autéctonos en Europa y
Asia, y Hantavirus del Nuevo Mundo, originarios de América. Estos ultimos tienen como
reservorios a roedores de las subfamilias Sigmodontinae, Arvicolinae y Neotominae (familia
Cricetidae).*”

Los Hantavirus del Viejo Mundo incluyen las especies Hantaan, Puumala, Seoul, y Dobrava.
Estos son los causantes de la FHSR que afecta a aproximadamente 100.000 personas al afio en
estas partes del mundo.

Por otro lado, las especies pertenecientes a los Hantavirus del Nuevo Mundo son el virus Sin
Nombre, Prospect Hill, Bayou, Monongahela, Lechiguanas, Andes Central Plata, Laguna Negra,
Araucaria, Juquitiba, entre otros.

w T S

o = e
~ Puumala ==
v e
h§ 3 _’— Hantaan—__
% "g. _I \
Dobrava 'Q‘-"-” ), §
— 3
WD i IS 74
™ ‘ ' o Seoul
~ [ 7 R A
. y
__-Choclo 9 S .’ > Q,‘
¢ )
LD/ ; 4}; X
7B P,
_—Castelo dos Sonhos i { i AN
—Araraquara q" /.’//"‘ _//-,f ’\K/I '\l
\Juquitiba \ ’ )| ) \J ;\/ :
Orse — Central Plata J ,\/f~\&\ ‘/' 3

Lechiguanas V)
Hu 39634 [l Sindrome pulmonar por hantavirus
» Fiebre hemorragica con sindrome renal

Figura 5. Distribucién mundial de las especies de hantavirus y las enfermedades que éstas causan.’®
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Desde 2007 se han identificado nuevos hantavirus asociados a mamiferos soricomorfos, los
cuales hasta hoy no se han asociado a patologia. Algunos ejemplos son Thottapalayam, Asama,
Cao Bang, Imjim.[g'“]

En Uruguay se evidencidé por primera vez la circulacién de Hantavirus mediante ensayos de
inmunofluoroscencia indirecta en muestras de donantes de sangre colectadas entre 1985 y
1987.1

En 1997 se diagnosticaron los primeros casos de SPH en Uruguay, y en el 2000 se logré obtener
las primeras secuencias parciales provenientes de alguno de éstos."? En 2003 se determiné
que uno de los principales reservorios de hantavirus en nuestro pais es el ratéon colilargo chico
(Oligoryzomys flavescens); a partir de esto se pudieron caracterizar genéticamente los
primeros virus autéctonos de roedores causantes de SPH.™® En el afio 2005 se establecieron
dos nuevos roedores como reservorios de hantavirus en Uruguay: el ratdn colilargo grande
(Oligoryzomys nigripes) y el ratén hocicudo (Oxymycterus nasutus).™**®

Dentro del género Hantavirus se han identificado dos variantes circulantes en nuestro pais:
Juquitiba, transmitida por los roedores O. nigripes y O. nasutus, y Lechiguanas, presente en O.
flavescens, siendo esta ultima la mas abundante tanto en roedores como en SPH. Las ultimas
secuencias virales de SPH fueron reportadas en 2006.

B Masde9casos
[ 2-9casos
[ 1caso

[ Sin registros

Paysandu

Tacuarembo

Treinta y Tres

Montevideo

Figura 6. Distribucion geogréfica del nimero de casos de sindrome pulmonar por hantavirus en Uruguay.[m
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Tabla 1. Distribucién de los casos confirmados de SPH en Uruguay. Se muestra la incidencia que posee cada uno de

los departamentos.m]

Departamento Casos de SPH confirmados Incidencia / 100.000 hab.
Soriano 11 13,3
Rocha 9 13,2
Colonia 14 11,3
San José 12 11,0
Florida 5 7,4
Canelones 35 6,7
Montevideo 56 4,2
Flores 1 3,9
Maldonado 6 3,6
Durazno 2 3,5
Cerro Largo 2 2,3
Lavalleja 1 1,7
Artigas 1 1,3
Paysandu 1 0,8
Rio Negro 0 0,0
Rivera 0 0,0
Salto 0 0,0
Treintay Tres 0 0,0
Tacuarembo 0 0,0
Total 156 4,4

Nuestro pais posee una regidn endémica localizada al sur del rio Negro, en la cual se han
reportado la mayoria de los casos de hantavirosis. En cuanto a nimero absoluto de casos los
departamentos mas afectados son Montevideo, Canelones, Colonia, San José, Soriano y Rocha,
siendo estos dos Ultimos los departamentos que presentan una mayor incidencia de la
enfermedad. En 2009 se reportd el primer caso de SPH en el norte de Uruguay, en el

departamento de Artigas;'*>***¥! en 2014 se confirma el primer caso en Paysandu.

1.2.3. Sindrome pulmonar por hantavirus

El sindrome pulmonar por hantavirus (SPH) se caracteriza por causar sintomas iniciales como
fiebre, dolores musculares, astenia, nduseas y dolor de cabeza. En algunos casos puede
proseguir con infiltrados pulmonares intersticiales bilaterales, compromiso respiratorio e
hipotensidn, pudiendo desencadenar la muerte del individuo. Es necesaria la realizacion de
una radiografia de tdrax para evidenciar alteraciones en los pulmones del paciente. La
infeccién por hantavirus tiene una letalidad de entre 30 — 50% dependiendo del tipo de virus
causante de la infeccién asi como del estado inmunoldgico del paciente.”*** En Uruguay la
letalidad promedio es de 33%, con una incidencia general de 4 casos por cada 100.000
habitantes.

En la figura 7 se muestra una placa de tdrax realizada a un paciente con SPH. En la misma
pueden observarse infiltrados intersticiales los cuales se visualizan como lineas radiodensas
dentro del 4drea pulmonar.
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Figura 7. Radiografia de térax de paciente con SPH. Observacién de multiples imagenes de tipo intersticial.?

Los hallazgos de laboratorio clinicos tipicos incluyen hemoconcentraciéon (aumento en la
viscosidad de la sangre), desplazamiento a la izquierda en el recuento de glébulos blancos
(aumento en el nimero), leucocitosis neutrofilica (aumento de la cantidad de neutréfilos en
sangre), trombocitopenia (disminucion de plaquetas) e inmunoblastos circulantes (infiltrado
intersticial de células mononucleares agrandadas).

Existen tres criterios de diagndstico de laboratorio: (1) la detecciéon de inmunoglobulina M
(IgM) especifica para hantavirus o un aumento de cuatro veces en los titulos de
inmunoglobulina G (IgG) especifica para hantavirus en estudios serolégicos por técnica de
enzimo inmuno analisis (ELISA); (2) la deteccién de ARN viral mediante técnicas de reaccién en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) en coagulo sanguineo, suero u érganos; (3) deteccion de
antigeno de hantavirus por inmunohistoquimica en érganos de autopsia.™”

1.2.4. Vias de transmision

La transmision de hantavirus se da de forma horizontal; ocurre mediante aerosoles generados
por las excretas o saliva de animales infectados. Hasta el momento los Unicos hantavirus
patogénicos para el hombre son aquellos transmitidos por roedores. La infeccién en humanos
es del tipo incidental, su contagio se da por medio de la inhalaciéon de particulas virales

. . . 2
existentes en los aerosoles provenientes de dichos roedores.!”!

1.2.5. Factores de riesgo

Algunos factores antropogénicos como pueden ser la deforestacidn, el desarrollo agricola y la
urbanizacién, entre otros, han puesto en situacién de riesgo a las poblaciones de animales
domésticos y humanos frente a muchas enfermedades transmitidas por vectores.

Las enfermedades zoonéticas surgen y se expanden debido a su particular sensibilidad a
movimientos de poblacién, cambios ecoldgicos y la intrusion de humanos y animales
domeésticos en ambientes selvaticos.

La infeccion por hantavirus se ha relacionado principalmente con trabajadores rurales y
personas relacionadas al turismo ecolégico. Es imprescindible que las personas con actividades
al aire libre tomen las precauciones necesarias para evitar el contagio con el virus (seccion
1.2.7).%
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1.2.6. Tratamiento

El tratamiento de un paciente con SPH en la unidad de cuidados intensivos tiene como objetivo
mantener el balance de liquidos, la oxigenacidon y la presidén arterial en niveles normales.
También es importante el temprano suministro de ventilacidn asistida en caso de ser necesario
y la reposicién hidrica mediante la administracion de agentes ionotrépicos.??

Hasta la fecha no se conocen antivirales, vacunas o inmunoterapias efectivas contra
hantavirus.

La ribavirina es un antiviral con accién in vivo e in vitro contra miembros de las familias
Bunyaviridae y Arenaviridae. Esta reduce la mortalidad de ratones lactantes con encefalitis
letal infectados con virus de genotipo Hantaan (HTNV). Estudios experimentales realizados en
China demostraron que la ribavirina proporciona un prondstico mas alentador para pacientes
con FHSR si esta es administrada de manera temprana en la infeccidn. Por otro lado, el
farmaco fue evaluado en pacientes con SPH arrojando resultados inconclusos.

Los estudios realizados en pacientes con FHSR muestran que los mismos permanecen en
estado de viremia durante la fase aguda de la infeccién. A su vez, muchos de estos pacientes
desarrollan elevados titulos de anticuerpos neutralizantes. La inmunizacidn pasiva a pacientes
durante la etapa aguda de la enfermedad puede ser un tratamiento o profilaxis eficaz para el
SPH, 23

1.2.7. Prevencién

La prevencién de la infeccién por hantavirus es enteramente conductual dado que no existen
vacunas capaces de ser administradas a las poblaciones en riesgo.

El Ministerio de Salud Publica recomienda seguir las siguientes precauciones para evitar la
(171,

exposicién

- Ventilar lugares cerrados por al menos 30 minutos antes de ingresar a los mismos.

- Utilizar objetos de proteccidn personal (guantes, tapa boca, botas de goma) en el
momento de la limpieza.

- Evitar la generacién de polvo en el ambiente humedeciendo los pisos con agua e
hipoclorito.

- Encaso de encontrar roedores muertos utilizar guantes y bolsas de nylon.

- Desmalezar y mantener el pasto corto y despejado de elementos que puedan servir de
alimento y/o nidacién de roedores en el entorno de la vivienda.

- Sellar grietas que puedan proporcionar la entrada de roedores al domicilio.

- Mantener la basura en contenedores herméticos.

1.2.8. Importancia del estudio

Debido a que los hantavirus son los agentes causales de enfermedades graves y a su elevado
indice de mortalidad, estos representan un creciente problema para la salud humana en
nuestro pais. Estos agentes infecciosos, considerados virus emergentes, tienen gran plasticidad
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para introducir cambios en su genoma. Las modificaciones de los habitats naturales pueden
resultar ademas en variaciones en las poblaciones de roedores, y por tanto en riesgo de
infeccion para el hombre. La introduccién de nuevas variantes virales, asi como los cambios en
la distribucién de la enfermedad son eventos relativamente comunes, prueba de ello es la
evidencia reciente de casos en Artigas y Paysandu. Por esto, se hace necesario continuar las
investigaciones con el fin de caracterizar genéticamente los virus que estan circulando
actualmente en nuestro pais.

En el marco de las investigaciones que se llevan a cabo en la Seccién Virologia, se cuenta con
extractos de ARN total obtenidos de muestras con diagndstico positivo de SPH (periodo 2006 —
2013). Las mismas son parte de una colaboracion con el Departamento de Laboratorios del
MSP, donde se realiza la caracterizacion primaria de estas muestras en base a secuenciaciéon
parcial del segmento M. El objetivo central de este trabajo es profundizar en la caracterizaciéon
genética de estos virus mediante la secuenciacién completa del segmento S
(aproximadamente 1800 pares de bases). Las secuencias virales obtenidas se compararan con
secuencias del resto de América depositadas en las bases de datos.

1. Objetivos.

2. Objetivo general
Estudiar la variabilidad genética de hantavirus causantes de SPH en Uruguay.

2.1. Obijetivos especificos

- Disefio de primers y puesta a punto de técnicas de amplificacién gendmica
(retrotranscripcién y reaccion en cadena de la polimerasa anidada, RT — PCR An) para el
segmento S de hantavirus.

- Amplificacidn y secuenciacion del segmento S completo a partir de extractos de ARN total
de muestras humanas seroldgicamente positivas para hantavirus.

- Andlisis bioinformatico y filogenético de las secuencias obtenidas.

- Identificacidon de variantes virales.

1. Materiales y métodos.

3. Procedimientos experimentales
3.1. Muestras empleadas

Se trabajo con extractos de ARN total obtenidos de muestras proporcionadas por el
Departamento de Laboratorios del MSP cuyo diagndstico resultd positivo para SPH. En la
siguiente tabla se observan las muestras empleadas en el andlisis junto con algunos datos de
interés.
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Tabla 2. Se observan los datos de las muestras utilizadas en el andlisis. Se detalla el afio, el nombre de la muestray
la localidad del cual provino el paciente. S: Sobrevive, T: Fallece.

Aio Muestra Localidad Resolucion
2006 041/06 Canelones S
2007 006/07 Sin datos t
092/10 Rocha S
2010 279/10 Rocha +
349/10 Artigas t
2011 121/11 Canelones S
038/12 Montevideo* +
2012 410/12 Canelones S
418/12 Maldonado S
2013 008/13 Colonia S
087/13 Canelones S

*Posibles sitios de infeccion Canelones, Maldonado, Rocha.
3.2. Disefio de primers

Se realizd el diseno de los primers mediante la herramienta primer — BLAST proporcionada por
el sitio web del National Center for Biotechnology Information (NCBI) utilizando la secuencia
AF482714.1 de GenBank como referencia.

Esta secuencia corresponde a una cepa de genotipo Lechiguanas la cual contiene un alto grado

de homologia con las cepas que circulan en nuestro pais, razén por la cual fue utilizada como

secuencia de referencia.!**'¥

A continuacidn se muestra un mapa representativo de la localizacién de cada uno de ellos.

o100 1200|300 1400 500 600|700 300 |500 1000 11100 11200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 [1933

246 Primes 1 1215

Figura 8. Mapa representativo de la secuencia del virus Lechiguanas AF482714.1 y los primers disefiados a partir de
ésta. En color negro se observa la secuencia completa del segmento S, mientras que en color se muestran los
distintos fragmentos de amplificacién de cada par de primers.
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Tabla 3. Primers disefiados. Muestra el color de referencia correspondiente a los datos de la Figura 8, el nombre y

secuencia de cada uno de los primers. La longitud del segmento hace referencia a la cantidad de nucleétidos
amplificados a partir de cada par de primers.

Nombre Secuencia Longitud del
segmento (nt)
Hanta_S_1 forward 5 — GGTGGCAGCTCAAAAACTGG — 3’ 969
Hanta_S_1 reverse 5’ — TGCCTCCTTCCCCCATGATA -3’
Hanta_S_2 forward 5 — TATCATGGGGGAAGGAGGCA - 3’ 667
Hanta_S_2 nreverse 5’ — GGTTTGTGGATGAGGTAGTG — 3’
Hanta_S_3 forward 5 — TGGGGGTCATTGGATTCAGC -3’ 972
Hanta_S_3 reverse 5’ — GTGCACATGCAAACACCCAT -3’
Hanta_S_5 forward 5’ — CAGATCTGGTGGCAGCTCAA -3’ 481
Hanta_S_5 reverse 5’ — GCTGAATCCAATGACCCCCA -3’
Hanta_S_6 forward 5 — CGCAGAGACTGAGTCAGCAA -3’ 969
Hanta_S 6 reverse 5’ — GGGGAGGGTTTGTGGATGAG — 3’
Hanta_S_8 forward 5" — CAGCACACGAACAACAGCTC -3’ 842
Hanta_S 8 reverse 5’ — TTGCTGACTCAGTCTCTGCG -3’
Hanta_S_10 forward 5’ — ACGAACAACAGCTCGTGACT — 3’ 479
Hanta_S 10 reverse 5’ — GCTTTCGGATGCCATTGACC -3’

3.3. Puesta a punto de las RT-PCR anidadas

Se efectuaron varias reacciones con diferentes condiciones hasta encontrar aquel conjunto de
variables que resultd efectivo para todos los juegos de primers. A partir de este analisis se
establecieron las condiciones adecuadas para cada uno de los pasos siguientes en el trabajo.

3.4. RT —PCR del segmento S de hantavirus

En primer lugar, por tratarse de un virus con genoma ARN se realizd una retrotranscripcion a
cada una de las muestras a partir de la cual se obtuvo ADNc viral. Las mismas se realizaron
siguiendo el protocolo presentado a continuacidn.

Tabla 4. Protocolo experimental realizado para las reacciones de retrotranscripcion.

Protocolo RT:

Random primers 1uL
ARN 5uL 652C/5’
= Hielo/1’
H,0 5uL
Mix: 25°C/10’
Buffer de reaccién 5X 4 ulL 42‘_’C§60’
dNTPs 10 mM 2 uL 70eC/10°
MMLYV - fermentas 1puL

Una vez obtenido el ADNc correspondiente de cada muestra se realizdé un primer round de PCR
con los primers Hanta_S_8 forward — reverse, y dos segundo round con los primers Hanta_S 5
forward —reverse y Hanta_S_10 forward — reverse, de manera independiente.
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De igual forma se realizd6 una primera ronda de PCR con los primers Hanta_S 1 forward —
reverse y Hanta_S 6 forward y reverse, seguido de un segundo round con los primers
Hanta_S_3 forward — reverse y Hanta_S_2 forward y new reverse, respectivamente.

Tabla 5. Protocolo disefiado para la realizacion del primer round de PCR tomando como volumen final 50 pL.

Protocolo PCR primer round:

Buffer — MgCl, 10X 5,0 L
MgCl, 50mM 1,5 L
dNTPs 10 mM 1,0 uL 94°C/2’
Primer forward 4,0 uL 94eC/30"”
Primer reverse 4,0 uL 55°C/30” 40 ciclos
Taq Platinum 0,2 uL 72°C/1’
H,0 29,3 ulL 720C/5’
ADNCc 5,0 uL
Volumen final 50 uL

Tabla 6. Protocolo experimental correspondiente a las reacciones de segundo round de PCR.

Protocolo PCR segundo round:

Buffer — MgCl, 10X 5,0 uL
MgCl, 50mM 1,5 pL
dNTPs 10 mM 1,0 uL 94°C/2’
Primer forward 4,0 uL 942C/30”
Primer reverse 4,0 uL 552C/30” 40 ciclos
Tag Platinum 0,2 pL 72°C/1’
H,O 33,3l 72°C/5’
ADN Primer round 1,0 uL
Volumen final 50 uL

Para obtener las secuencias completas con una menor cantidad de PCRs que realizar, y para
lograr amplificar una pequefia porcién de la secuencia que no se encontraba disponible con
estos conjuntos de primers (regién 975 — 1196), se probaron combinaciones de los mismos.

Estas se muestran en la siguiente figura.

o J1od | 200|300 1400 500 |e00 700 300 |S00 1000 1100 11200 (1300 11400 1500 1600 1700|1800 ]1533

246 Frimes 1 ]1215

701 Frimer 3 873 |16 Primer 2 | 1883

B Primer & [1880

Figura 9. Combinacién de primers utilizada para la amplificacion completa del segmento S de Hantavirus. En color
negro se observa la secuencia completa del segmento S, mientras que en color se muestran los distintos fragmentos
de amplificacién de cada par de primers.
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Tabla 7. Nueva combinacién de primers. Se muestra el largo del segmento a obtener por cada nueva combinacion.

Nombre Secuencia Longitud del
segmento (nt)
Hanta_S_10 forward 5’ — ACGAACAACAGCTCGTGACT - 3’ 637
Hanta_S_5 reverse 5’ — GCTGAATCCAATGACCCCCA -3’
Hanta_S_6 forward 5’ — CGCAGAGACTGAGTCAGCAA -3’ 315
Hanta_S_1 reverse 5’ — TGCCTCCTTCCCCCATGATA -3’

Mediante la nueva combinacion de primers se logré obtener la secuencia completa del
segmento S de Hantavirus en solamente cuatro reacciones de PCR.

3.5. Electroforesis

Luego de realizadas las diferentes reacciones se comprobd la existencia de los fragmentos
amplificados mediante geles de agarosa al 1%. Cada una de las corridas electroforéticas se
acompafié del sembrado de un marcador de peso molecular (Fermentas) de 100 pares de
bases (pb) para poder constatar que la banda observada se corresponde con el fragmento
deseado.

3.6. Purificacién y secuenciacion

Los fragmentos obtenidos a partir de las reacciones de PCR para cada una de las muestras
fueron enviados al servicio de secuenciacién del Instituto Pasteur para su purificacidn y
posterior secuenciacidn. Los procesos de secuenciacién se realizaron con los dos primers
utilizados en las correspondientes reacciones de amplificacion de modo de obtener las
secuencias forward y reverse para un mejor analisis.

3.7. Analisis bioinformatico

Las secuencias obtenidas fueron analizadas, corregidas y empalmadas empleando el programa
BioEdit.”” Se analizé cada una de las hebras correspondiente a cada fragmento de modo de
corregir posibles errores existentes en ellas. Los fragmentos luego fueron empalmados de
forma de obtener la secuencia del segmento S completa para cada una de las muestras
analizadas.

Las secuencias completas finalmente fueron alineadas entre si y con secuencias de referencia
obtenidas de la base de datos GenBank.

3.8. Analisis filogenético

El grupo de secuencias de referencia a analizar junto con las obtenidas en este trabajo se
obtuvo de GenBank. Se incluyeron en el andlisis todas las secuencias completas del segmento S
disponibles de hantavirus sudamericanos y una submuestra de secuencias de Norteamérica
(Sin Nombre, Monongahela, Convict Creek, New York).

[25]

El modelo de sustitucidon nucleotidica se estimé mediante el programa Modelgenerator<™, y la

filogenia se reconstruyd bajo el criterio de mdaxima verosimilitud utilizando el programa
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PhymI®®. El soporte de los nodos se calculé mediante “approximate likelihood ratio test”
(aLRT), aceptando como significativos aquellos mayores a 0,8.

Los porcentajes de homologia nucleotidica y aminoacidica se calcularon utilizando la distancia

p en el programa MEGA 6.%")

3.9. Analisis de recombinacion

Los analisis de recombinacidn se llevaron a cabo con el programa RDP v3.%%®!

3.10. Anadlisis de presiones selectivas

Se calcularon las tasas de sustitucion no sinénima vs sindnima (dN/dS) para la region
codificante de la nucleoproteina. Para ello se utilizo el programa SLAC del servidor
Datamonkey.” El modelo de sustitucién utilizado para las estimaciones fue el REV (gneral
time reversible).

V. Resultados y discusion

4. Resultados experimentales
4.1. Amplificacion de fragmentos

En primer lugar se obtuvo el ADNc para cada una de las once muestras a partir de reacciones

de retrotranscripcion. Luego se realizd un primer round con los primers Hanta_S 8 forward y

Hanta_S_8reverse. Al ADN obtenido en éste ultimo se lo sometid a un segundo round de PCR
con el par de primers Hanta_S 10 forward —Hanta_S_5 reverse.

Los productos de amplificacion generados a partir del segundo round fueron verificados
mediante una corrida electroforética en geles de agarosa al 1%.

1 Kb
500 pb

Figura 10. Productos de PCR (pPCR) con primers Hanta_S_10 forward y Hanta_S_5 reverse. Tamafio esperado 637
pb. En todos los casos se sembraron 8 uL de pPCR junto con 2 pL de buffer de carga. Carril 1: pPCR muestra 041/06.
Carril 2: pPCR muestra 006/07. Carril 3: pPCR muestra 092/10. Carril 4: pPCR muestra 279/10. Carril 5: pPCR
muestra 349/10. Carril 6: pPCR muestra 121/11. Carril 7: pPCR muestra 038/12. Carril 8: pPCR muestra 410/12.
Carril 9: pPCR muestra 418/12. Carril 10: pPCR muestra 008/13. Carril 11: pPCR muestra 087/13. Carril 12: control
negativo. Carril 13: 3 uL de MPM Fermentas de 100 pb.
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En los carriles 1 — 11 se sembraron los productos de amplificacién de las muestras. Se puede
visualizar que todos los casos arrojaron resultados positivos para esta serie de reacciones. Las
bandas obtenidas son del tamafo esperado siendo este de aproximadamente 637 pb.

Luego se llevd a cabo un primer round de PCR con los primers Hanta_S 1 forward y Hanta_S 1
reverse para posteriormente realizar dos segundos round independientes con los primers
Hanta_S_3 forward —Hanta_S_3 reverse y Hanta_S_6 forward — Hanta_S_1 reverse.

A partir de estas reacciones de PCR se obtuvieron dos fragmentos del segmento S de
hantavirus, uno de 272 pb y otro de 315 pb producto de la accién de los pares de primers
Hanta_S 3 forward — Hanta_S_3 reverse y Hanta_S 6 forward — Hanta_S 1 reverse,
respectivamente.

1Kb
500 pb

Figura 11. Productos de PCR (pPCR) con primers Hanta_S_3 forward y Hanta_S_3 reverse. Tamafio esperado 272
pb. En todos los casos se sembraron 8 pL de pPCR junto con 2 pL de buffer de carga. Carril 1: pPCR muestra 041/06.
Carril 2: pPCR muestra 006/07. Carril 3: pPCR muestra 092/10. Carril 4: pPCR muestra 279/10. Carril 5: pPCR
muestra 349/10. Carril 6: pPCR muestra 121/11. Carril 7: pPCR muestra 038/12. Carril 8: pPCR muestra 410/12.
Carril 9: pPCR muestra 418/12. Carril 10: pPCR muestra 008/13. Carril 11: pPCR muestra 087/13. Carril 12: control
negativo. Carril 13: 3 pL de MPM Fermentas de 100 pb.

500 pb

Figura 12. Productos de PCR (pPCR) con primers Hanta_S_6 forward y Hanta_S_1 reverse. Tamafio esperado 315pb.
En todos los casos se sembraron 8 pL de pPCR junto con 2 uL de buffer de carga. Carril 1: pPCR muestra 041/06.
Carril 2: pPCR muestra 006/07. Carril 3: pPCR muestra 092/10. Carril 4: pPCR muestra 279/10. Carril 5: pPCR
muestra 349/10. Carril 6: pPCR muestra 121/11. Carril 7: pPCR muestra 038/12. Carril 8: pPCR muestra 410/12.
Carril 9: pPCR muestra 418/12. Carril 10: pPCR muestra 008/13. Carril 11: pPCR muestra 087/13. Carril 12: control
negativo. Carril 13: 3 pL de MPM Fermentas de 100 pb.
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La figura 11 muestra los productos de PCR obtenidos con los primers Hanta_S 3 forward y
Hanta_S_3 reverse, observandose que en todos los casos se observa una banda del tamafio
esperado (272 pb).

Por otro lado, en la figura 12 se visualizan los pPCR obtenidos de la reaccién con los primers
Hanta_S_6 forward y Hanta_S_1 reverse. Todos ellos son de tamafo esperado (315 pb) y de
buena intensidad.

Finalmente se efectud una serie de PCRs utilizando en el primer round los primers Hanta_S 6
forward — Hanta_S 6 reverse y luego el par de primers Hanta_S 2 forward — Hanta_S 2 n
reverse. En todos los casos se visualiza una banda de aproximadamente 667 pb lo cual indica
que la amplificacidn ocurrié de modo correcto.

Los resultados de las amplificaciones se muestran en la figura siguiente.

W R R s e e s e e T

500 pb

Figura 13. Productos de PCR (pPCR) con primers Hanta_S_2 forward y Hanta_S_2_n reverse. En todos los casos se
sembraron 8 pL de pPCR junto con 2 pL de buffer de carga. Carril 1: pPCR muestra 041/06. Carril 2: pPCR muestra
006/07. Carril 3: pPCR muestra 092/10. Carril 4: pPCR muestra 279/10. Carril 5: pPCR muestra 349/10. Carril 6:
pPCR muestra 121/11. Carril 7: pPCR muestra 038/12. Carril 8: pPCR muestra 410/12. Carril 9: pPCR muestra
418/12. Carril 10: pPCR muestra 008/13. Carril 11: pPCR muestra 087/13. Carril 12: control negativo. Carril 13: 3 pL
de MPM Fermentas de 100 pb.

4.2. Analisis bioinformatico

Se analizaron y corrigieron las hebras forward y reverse correspondientes a cada uno de los
fragmentos de modo de obtener una secuencia consenso para cada uno de ellos. Luego se
prosiguid con el empalme de cada uno de los fragmentos con el fin obtener la secuencia S
completa para cada una de las muestras. Para esto ultimo se alinearon los cuatro fragmentos
correspondientes a una de las muestras con secuencias completas obtenidas de GenBank, de
manera que cada uno de ellos se sitle de modo correcto dentro del segmento S. De esta forma
se fueron solapando los fragmentos hasta obtener la secuencia consenso total para cada
muestra.

Una vez obtenidas las secuencias completas de todas las muestras, se alinearon entre si para
poder observar sitios de cambio de nucledtidos.
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Se pudo observar que existe un alto grado de conservacion entre las secuencias si bien existen
cambios puntuales en algunas de ellas (ver Anexo |). La mayor parte de dichos cambios ocurren
en la tercera base del codén, dando lugar a mutaciones sinénimas (ver Anexo Il).

4.3. Anidlisis filogenético

Debido a que no se cuenta con secuencias completas del segmento S de varios linajes de
hantavirus que circulan en la regiéon, en primer lugar se realizd un arbol con todas las nuevas
secuencias pero acotadas a los fragmentos de cepas de Uruguay que se encuentran
disponibles en GenBank (aproximadamente 400 pares de bases).

Se corté cada una de las secuencias para que coincidan en longitud con las cepas
Lechiguanas/Central Plata que estan reportadas en GenBank y asi poder realizar un andlisis
mas preciso acerca de la relacidn existente entre ellas.

Tabla 8. Parametros utilizados en el analisis filogenético de secuencias parciales.

Analisis de secuencias parciales

Modelo de sustitucidn nucleotidica GTR+1+G
Parametro gamma 0.780
Proporcion de sitios invariables 0.520
Valores de aLRT significativos > 0,80
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Figura 14. Andlisis filogenético del segmento S acotado en aproximadamente 400 pb coincidente con las secuencias
existentes de la region. Los virus incluidos son: muestras en estudio (041_06, 006_07, 092_10, 297_10, 349_10,
121_11,083_12,410_12, 418 _12,008_13, 087_13); Alto Paraguay (DQ345762); Anajatuba (JX443690); Andes

(AF324902, AF482712, AY228237, NC_003466); Araucaria (AY740623, AY740626, AY740627, AY740628, AY740629,

AY740630, AY740633); Araraquara (EF571895); Bayou (GQ200820); Bermejo (AF482713); Caio Delgadito
(DQ285566); Castelo dos Sonhos (JX443691, JX443693); Catacamas (DQ256126); Convict Creek (U47135); Choclo
(DQ285046); Carrizal (AB620093); El Moro Canyon (U11427); Huitzilac (AB620106); Hu39694 (AF482711); Itapua

(DQ345765, DQ345766); Jabora (JN232078, JN232079, JN232080); Juquitiba (JX173798, KC422344, KC422345,
KC422346, KC422347, KC422348); Laguna Negra (FJ816031, JX443681, JIX443682, 1X443683, JX443684, 1X443686,
IX443687, JX443688, JX443689, IX443704); Lechiguanas (AF482714); Lechiguanas/Central Plata (EU564711,
EU564713, EU564715, EU564716, EU564717, EU564718, EU564719, EU564720); Limestone Canyon (AF307322);
Maciel (AF482716); Maripa (JQ611712); Monongahela (U32591); Montano (AB703012); Muleshoe (U54575);
Neembucu (DQ345763); New York (U09488); Oran (AF325966, AF482715); Paranoa (EF576661); Pergamino

(AF482717); Playa de Oro (EF534079); Rio Mamoré (F1532244, JX443667, JX443670, JX443671, JX443673,

JX443675, JX443677, JX443678, IX443679, U52136); Rio Segundo (RMU18100); Sin Nombre (JQ690282, L37904,
NC_005216); Tunari (JF750417, JF750418, JF750419).

En la figura puede observarse que todas las secuencias amplificadas a partir de los extractos de
ARN de las nuevas cepas 2006 — 2013 pertenecen al genotipo Lechiguanas/Central Plata. Este
genotipo es el que circula mayoritariamente en nuestro pais.

Las secuencias parciales del genotipo Lechiguanas/Central Plata (EU564711, EU564713,
EU564715, EU564716, EU564717, EU564718, EU564719, EU564720) utilizadas para el andlisis
filogenético de las secuencias en estudio, son secuencias Uruguayas amplificadas a partir de
muestras de roedores y de pacientes que resultaron positivos para SPH.

Se puede apreciar que la secuencia 418_12 se ubica en una posicidn basal dentro del clado
Lechiguanas con respecto al resto de las secuencias en estudio. En los sucesivos analisis la
secuencia cambia de posicidn dentro del clado. Esto puede deberse a la posible existencia de
eventos de recombinacidn, por lo cual la mencionada secuencia se sometié a analisis utilizando
el programa RDP v3.

Luego se realizd el andlisis de la secuencia codificante para la nucleoproteina, region 42 —
1329, en la cual se excluyeron las secuencias previamente reportadas en el pais por ser
secuencias parciales. El resultado se muestra en la figura 15.

Tabla 9. Parametros utilizados en el andlisis filogenético de las secuencias codificantes.

Andlisis de secuencias codificantes

Modelo de sustitucion nucleotidica GTR+1+G
Parametro gamma 0,680
Proporcion de sitios invariables 0,450
Valores de aLRT significativos > 0,80
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Figura 15. Andlisis filogenético de la region codificante del segmento S (42 — 1329), correspondiente a la
nucleoproteina viral. Los virus incluidos son: muestras en estudio (041_06, 006_07, 092_10, 297_10, 349 _10,
121_11,083_12,410_12, 418 _12,008_13, 087_13); Alto Paraguay (DQ345762); Anajatuba (JX443690); Andes
(AF324902, AF482712, AY228237, NC_003466); Araucaria (AY740623, AY740626, AY740627, AY740628, AY740629,
AY740630, AY740633); Araraquara (EF571895); Bayou (GQ200820); Bermejo (AF482713); Caio Delgadito
(DQ285566); Castelo dos Sonhos (JX443691, JX443693); Catacamas (DQ256126); Convict Creek (U47135); Choclo
(DQ285046); Carrizal (AB620093); El Moro Canyon (U11427); Huitzilac (AB620106); Hu39694 (AF482711); Itapua
(DQ345765, DQ345766); Jabora (JN232078, JN232079, JN232080); Juquitiba (JX173798, KC422344, KC422345,
KC422346, KC422347, KC422348); Laguna Negra (FJ816031, JX443681, JIX443682, IX443683, JX443684, JX443686,
IX443687, 1X443688, 1X443689, IX443704); Lechiguanas (AF482714); Limestone Canyon (AF307322); Maciel
(AF482716); Maripa (JQ611712); Monongahela (U32591); Montano (AB703012); Muleshoe (U54575); Neembucu
(DQ345763); New York (U09488); Oran (AF325966, AF482715); Paranoa (EF576661); Pergamino (AF482717); Playa
de Oro (EF534079); Rio Mamoré (F1532244, JX443667, 1X443670, JX443671, JX443673, JX443675, 1X443677,
IX443678, IX443679, U52136); Rio Segundo (RMU18100); Sin Nombre (JQ690282, L37904, NC_005216); Tunari
(JF750417, JF750418, JF750419).

Finalmente se realizé un analisis filogenético utilizando las secuencias completas de
aproximadamente 1800 pb.

Tabla 10. Parametros utilizados en el anélisis filogenético de secuencias completas.

Analisis de secuencias completas

Modelo de sustitucion nucleotidica GTR+G
Parametro gamma 0,436
Valores de alLRT significativos > 0,80
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Figura 16. Andlisis filogenético del segmento S completo de hantavirus. Los virus incluidos son: muestras en estudio
(041_06, 006_07, 092_10, 297_10, 349_10, 121_11,083_12,410_12, 418 12, 008_13, 087_13); Alto Paraguay
(DQ345762); Anajatuba (JX443690); Andes (AF324902, AF482712, AY228237, NC_003466); Araucaria (AY740623,
AY740626, AY740627, AY740628, AY740629, AY740630, AY740633); Araraquara (EF571895); Bayou (GQ200820);
Bermejo (AF482713); Caio Delgadito (DQ285566); Castelo dos Sonhos (JX443691, JX443693); Catacamas
(DQ256126); Convict Creek (U47135); Choclo (DQ285046); Carrizal (AB620093); El Moro Canyon (U11427);
Huitzilac (AB620106); Hu39694 (AF482711); Itapua (DQ345765, DQ345766); Jabora (JN232078, JN232079,
JN232080); Juquitiba (JX173798, KC422344, KC422345, KC422346, KC422347, KC422348); Laguna Negra (FI816031,
JX443681, JX443682, JX443683, 1X443684, 1X443686, IX443687, 1X443688, JX443689, IX443704); Lechiguanas
(AF482714); Limestone Canyon (AF307322); Maciel (AF482716); Maripa (JQ611712); Monongahela (U32591);
Montano (AB703012); Muleshoe (U54575); Neembucu (DQ345763); New York (U09488); Oran (AF325966,
AF482715); Paranoa (EF576661); Pergamino (AF482717); Playa de Oro (EF534079); Rio Mamoré (FJ532244,
JX443667, JX443670, JX443671, JX443673, IX443675, IX443677, 1X443678, JX443679, U52136); Rio Segundo
(RMU18100); Sin Nombre (1Q690282, L37904, NC_005216); Tunari (JF750417, JF750418, JF750419).

Con el fin de estudiar el grado de homologia de las secuencias completas analizadas en la
figura 16, se calculé la distancia p intra y entre cada grupo filogenético con soporte estadistico
significativo. El andlisis se realizé para nucleétidos y aminoacidos. Los resultados se muestran a
continuacién.

Tabla 11. Se observa la distancia existente entre las secuencias presentes dentro de cada uno de los grupos.
Lechiguanas/Central Plata: 041_06, 006_07, 092_10, 297_10, 349_10, 121_11,083_12, 410 _12, 418 12, 008_13,
087_13, AF482714; Alto Paraguay: DQ345762; Tunari — Castelo do Sonhos: JF750417, JF750418, JF750419,
IX443687, IX443689, JIX443691, JX443693; Oran: AF325966, AF482715; Hu39694: AF482711; Juquitiba: JX173798,
KC422344, KC422345, KC422346, KC422347, KC422348; Araraquara — Paranoa: EF571895, EF576661; Bermejo:
AF482713; Laguna Negra: FI816031, JX443681, JX443682, JX443683, IX443684, JX443686, JX443687, IX443688,
JX443689; Maciel: AF482716; Maripa: JQ611712; Neembucu: DQ345763; Pergamino: AF482717; Rio Mamoré:
JX443667, JX443670, JX443671, IX443673, IX443675, JX443677, IX443678, IX443679.

Distancia Intra — Grupos

Nucleétidos Aminoacidos
Lechiguanas/Central Plata 0,032 0,004
Alto Paraguay*
Tunari — Castelo do Sonhos 0,114 0,026
Oran 0,007 0,003
Hu39694*
Juquitiba 0,069 0,006
Araraguara — Paranoa 0,096 0,013
Bermejo*
Laguna Negra 0,009 0,001
Maciel*
Maripa*
Neembucu*
Pergamino* ---
Rio Mamoré 0,037 0,008

Los grupos sefialados con * no poseen valores de distancia por contener una Unica secuencia.

Se puede observar que en base a la distancia genética existente entre las secuencias de este
estudio y la cepa Lechiguanas (AF482714) proveniente de Argentina, que comprenden el grupo
Lechiguanas/Central Plata, éstas poseen un alto grado de homologia tanto a nivel nucleotidico
como de aminodcidos, difiriendo Unicamente en un 3,2% en nucledtidos y un 0,4% en
aminoacidos.

Patricia Dini — Facultad de Ciencias | Pagina 29 .



Tabla 12. Distancia entre los diferentes grupos genotipicos. 1. Lechiguanas/Central Plata: 041_06, 006_07, 092_10,
297_10,349_10,121_11,083_12,410_12,418 12,008_13, 087_13, AF482714; 2. Alto Paraguay: DQ345762; 3.
Tunari — Castelo do Sonhos: JF750417, JF750418, JF750419, JX443687, 1X443689, 1X443691, JX443693; 4. Oran:

AF325966, AF482715; 5. Hu39694: AF482711; 6. Juquitiba: JX173798, KC422344, KC422345, KC422346, KC422347,

KC422348; 7. Araraquara — Paranoa: EF571895, EF576661; 8. Bermejo: AF482713; 9. Laguna Negra: FI816031,
IX443681, IX443682, IX443683, IX443684, IX443686, 1X443687, IX443688, I1X443689; 10. Maciel: AF482716; 11.
Maripa: JQ611712; 12. Neembucu: DQ345763; 13. Pergamino: AF482717; 14. Rio Mamoré: JX443667, JX443670,

IX443671, IX443673, IX443675, IX443677, IX443678, 1X443679.
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En las tres filogenias realizadas se puede observar que las secuencias en estudio forman un
grupo monofilético con los genotipos Neembucu, del norte Argentino, y Bermejo, de Paraguay,
demostrando ademds su gran similitud a nivel genético (90,1% y 91,7% de homologia,
respectivamente a nivel nucleotidico; 99% y 99,8%, respectivamente a nivel aminoacidico).
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Cabe destacar que tanto los genotipos Lechiguanas como Neembucu y Bermejo son
transmitidos por el mismo reservorio, el roedor Oligoryzomys flavescens (A. Delfraro
comunicacion personal). Todo el grupo mencionado se asocia a una cepa del centro Argentino,
denominada Hu39694, de origen humano. Esta cepa también presenta un alto porcentaje de
homologia a nivel de nucledtidos y aminodacidos y se ha reportado que su reservorio también
es O. flavescens (S. Levis comunicacién personal). Todos los clados mencionados muestran
soportes estadisticos significativos (aLRT 0,8 a 1).

A su vez, se observa que también se encuentran emparentadas, aunque en menor medida, con
el genotipo Oran el cual también pertenece al norte de Argentina pero es transmitido por otro
roedor, el Oligoryzomys chacoensis.

Mediante el analisis de las secuencias completas obtenidas en este estudio se pudieron
encontrar 202 mutaciones a nivel nucleotidico (ver Anexo I). En cuanto a la regidn codificante
para la nucleoproteina solamente se localizaron 8 cambios (ver Anexo Il).

Basado en las secuencias codificantes de las cepas analizadas en la figura 15 se estimé la tasa
de sustitucién no sindénima vs. sindnima utilizando en programa SLAC del servidor
Datamonkey. Los resultados se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 13. Se muestran los sitios de presiones selectivas en las secuencias en estudio. La tasa de sustitucidn
promedio se representa como el cociente entre las sustituciones no sinénimas (dN) y las sindnimas (dS), mientras

que para cada coddn se utiliza la diferencia dN — dS debido a que si dS es igual a 0 la relacidn seria infinita.?”!

Tasa de sustitucion promedio (dN/dS): 0,858

Sitio dN - dS normalizado p — valor Presion
250 5,111 0,087 Positiva

95 -10,392 0,095 Negativa
106 -14,369 0,096 Negativa
238 -31,327 0,004 Negativa
261 -10,485 0,049 Negativa
370 -15,258 0,087 Negativa
386 -28,642 0,011 Negativa
418 -10,640 0,053 Negativa

Se detectdé un unico sitio sometido a presidon positiva en la posicion 250 de la region
codificante. Este resultado indica que el valor de sustituciones no sindnimas fue mayor que el
de sustituciones sindnimas indicando que este sitio es propenso al cambio de aminodcido.

De acuerdo con la literatura existe una region hipervariable dentro de la secuencia del
segmento S que comprende los nucledtidos 242 a 281. La misma resulta ser un sitio antigénico
de la proteina justificando la variacién existente en esta parte de la proteina.?**" El sitio
encontrado con el programa SLAC se encuentra dentro de esta regidn, reafirmando la
variabilidad de dicho sitio antigénico.

Por otro lado, se encontraron siete sitios sometidos a presidon negativa indicando que en estas
posiciones existe una fuerte resistencia al cambio aminoacidico.
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A su vez, la tasa dN/dS promedio es de 0,85 (menor a 1) indicando que las secuencias
codificantes analizadas muestran una presion de seleccion globalmente negativa. Estos valores
son tipicos de las nucleoproteinas, las cuales son proteinas internas que se encuentran
asociadas fuertemente al genoma en la particula viral.

4.4, Andlisis de recombinacién

Se realizé un andlisis de recombinacién con el programa RDP v3, para evaluar un posible caso
de recombinacion en la secuencia 418_12.
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Figura 17. Analisis de recombinacién de la secuencia 418_12 con el programa RDP v3. Se observa en amarillo la
porcién recombinante de la secuencia en estudio.

Se puede observar en la figura que el programa detecta a la secuencia 418 12 como
recombinante. A pesar de ello, no se logré determinar con precision los parentales que
participaron en el acto de recombinacidon por lo que se debera estudiar esta secuencia en
mayor profundidad. Se propone re-secuenciar la region problema, amplificando con nuevos
oligonucleétidos, y realizar ademas el clonaje bioldgico y posterior secuenciacion.
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V. Conclusiones

Se obtuvo por primera vez la secuencia completa del segmento S de hantavirus provenientes
de casos de SPH ocurridos en Uruguay entre 2006 y 2013.

En las nuevas secuencias se observé que la mayoria de los cambios (202 a nivel nucleotidico)
encontrados son del tipo sinénimo, debido a que ocurren en la tercera base del codén.

Todos los virus analizados en este trabajo pertenecen al genotipo Lechiguanas/Central Plata, el
cual es el mayoritario en Uruguay y circula ademds en la regidén central de Argentina. Este
grupo se encuentra altamente emparentado con cepas de Paraguay y Norte de Argentina
(Neembucu y Bermejo), con las que ademas comparte el mismo reservorio natural. Los analisis
mostraron que todas las muestras pertenecientes al genotipo Lechiguanas/Central Plata
presentan elevados porcentajes de homologia intragrupo (96,8% a nivel nucleotidico y 99,6% a
nivel aminoacidico) y entre-grupo con los genotipos Neembucu y Bermejo (90,1% y 91,7%,
respectivamente).

Las secuencias del segmento S analizadas muestran una mayor proporcién de cambios
sindnimos, con una tasa dN/dS global de 0,858. Se detectd un Unico sitio bajo presidn selectiva
positiva el cual forma parte de una region antigénica de la nucleoproteina descrita
previamente. Siete sitios se encuentran bajo presién negativa indicando una gran resistencia al
cambio aminoacidico en estas regiones.

Se detecté la presencia de una posible cepa recombinante que requerird un estudio mas
detallado para reafirmar su condicion.

"/R Perspectivas

En primer lugar, se espera realizar un estudio detallado de la secuencia 418_12 para poder
conocer mas acerca de este potencial recombinante.

También se quiere estudiar la presencia de un posible marco abierto de lectura secundario en
el segmento S, el cual da lugar a una proteina no estructura (NSs). Este sitio secundario y la
potencial proteina que codifica fueron reportados previamente en el virus Andes, un genotipo
de hantavirus que circula en el sur de Argentina y Chile.

A su vez, nos planteamos continuar la caracterizacion molecular de estos virus, secuenciando
el segmento M, que codifica para las glicoproteinas de superficie, y el segmento L, que da lugar
a la polimerasa viral. De este ultimo no hay informacién disponible hasta el momento para
cepas de Uruguay.

Finalmente, se realizaria una comparacién de las secuencias obtenidas en este estudio con
secuencias virales provenientes de roedores hantavirus positivos de nuestro pais y de la
region.
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Anexo

l. Anexo | — Alineamiento nucleotidico

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

G

G

- - - - - G T
e e
- - - - CAACAGT CTSC
CGAACAATCAGTCTSOC
- GAACAACAGTCTSC
e e
o e
C A CAATCA C T C

A G A TGO CCGAGAAGASTC

G GAGGTS GG GATCTCTCGGA

A
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Muestra 041-06 T G A G G TTAATCAAGAGTCATUC
Muestra 006-07

Muestra 092-10

Muestra 279-10

Muestra 349-10 .. ..
Muestra 121-11 . . . A
Muestra 083-12

Muestra 410-12 .. ..
Muestra 418-12 . . . C
Muestra 008-13

Muestra 087-13

Muestra 041-06 AlC
Muestra 006-07 . T
Muestra 092-10

Muestra 279-10

Muestra 349-10 .
Muestra 121-11 . T

T A CAAAGTAGATCGSGSGTC

Muestra 083-12 . .
Muestra 410-12 . T

Muestra 418-12
Muestra 008-13 . .
Muestra 087-13 . T

Muestra 041-06 A G C T GTGTT CTATCATTG GG A
Muestra 006-07 ..

Muestra 092-10 T T

Muestra 279-10

Muestra 349-10

Muestra 121-11

Muestra 083-12

Muestra410-12 . . . . . . . ... 000,
Muestra418-12 . . . . . . . . . . . . .lcC
Muestra 008-13

Muestra 087-13

Muestra 041-06 G A CCAAACTT CGSGS GG GAATCT
Muestra 006-07

Muestra 092-10

Muestra 279-10

Muestra 349-10

Muestra 121-11

Muestra 083-12

Muestra410-12 . . . . ... ..o
Muestra418-12 . . . . . . . . . . . . . . .G
Muestra 008-13

Muestra 087-13

Muestra 041-06 C AAGAGACAATCT T GCAGA
Muestra 006-07 T
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Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10

T ' T T G G T G 6 CAGCTICAAAA

n .

ACTGGT CTACAAAATCCAGT

T G A TCCAACAGGGT CTTGA

G CCTGATGATZ CATT CTAAA
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Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12

G GAAAAGTI CATTCTCCTG ARG

G T ATGGCAATO GTT CTGGA

T GG T CAACTTCCATTGATTCT

C GAAGAACCGAGTGGATCA
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Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

AAACTSGTCCGATTS GG GAIGGTC

T AT CGGGGTCITTATATACT

G

T

G

A

T

- -

C

T T T G CA A TATCTCAAT

CcC TVAAAAGGO CCTTSGT A

A
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Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07

AT G C T T € C A CCOCAG G G

I A AG G A

C AACAAAGSEG C

IACTGT

A C G T T T A A G G A G AT TC

ATCATT.GA.GAGGT.AA
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Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10

A
T GGG CA T T CGIT A A G CTC T AA
G
G
C G C
G
G
. G .
C G A
G
G
ACACCTGTATS GTSGTT CTAT
G
G .
G T
G
G
G .
G T A
G
G
G ¢ C/T ACAGCACAGTT CAAGC
C
C
A G
C
C

oO0Ox>» o0 -
—
>

AAAT GAAGGT CTGAAGAAAT
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Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12

AAACACCAGGTAGG GTT C A
C

eNeNeNe]

AACAATTSGI CATGTGG T C

c T T € CCTSGU CATCAAGTGA
T

G G CAAGAAATATT CATTA
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Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

T ¢ CTGT CATS GG GGGGTTCAT

T G G A TTU CAGTCTTOCTTTGT

A

C

G AAGGATTS GG GATU GG GAAAG

G AT AGAAGATTTT CTTSGSGC
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Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07

AAGCTGAATGTOCCT T T CTT

A C C/lC AAACCAAAAGTCTTCSOC

G A
G A

AT CTGAAGTCATTU CATGSGC

C ACTAATAAAGCOCCTACTT

n .

CcC T T A AATAGACAAAGATCA
C
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Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10

O -

G 6T TAATGAGT CIA A AAGT

C
C CAAAGATATAGTTGATOCT
G
G
G
G
T G C C
T G C C
G
G
G
G
Cc AT AGACUCATSGZ CAGAGASTC
C
: C
T C
C
T T
T T
C
C
C
C

T GA GTCAGCAACATTGTT
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Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12

C ACAGATA AT TG C

AACA CTCAGTATSG

444444 0

- -

G
G
G

A4 A4 A 4> A 4440

G

A C' T C C

G TG T T

G CATGTS GT CATCCAGATTCAOG

T g€ CCACCGACAGCCTT
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Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

AT A TGTTSGCT GG T G T T CC

A G AJA

T G C C

o - -

T T G G G T 6 C AT T CTT

A T €C CTACAGGATA AT

AAAT ACAATICATGGC
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Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07

A

A

G

T CAAAGTT CTGTAGG GAASTUC

G C T GA AGAAAAATCTGAA

AAAGAAATCTSGOCTTTTCTA

n .

CcC AGTCATACTTAAGAASG

ACGCAATTCTATG GG GGGA AT
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Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10

T C A ACTGGACTCAAAAAAT

C ATAAT CCTTTACATGTCT

AT CATGGGGGAAGGIA GG C

A

A A :

A A G A

A 5

A A G A
A

AAG TIAAACCACTT T CACTCT
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Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12

T 66 6 T GATGATA AT GG GATCC

T GG A G CTTAGACAGT CTIT G C

T C AGT CCTTGATTGATATC

C

T A AGGTGAAGGAGATTTC
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Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06 C AATCAAGAGT CT CATTAANA
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06 G C T GTAAGACTCTAATCANASTGUC
Muestra 006-07 N N
Muestra 092-10 R
Muestra 279-10 N €

Muestra 349-10 N €

Muestra 121-11 .

Muestra 083-12 I
Muestra 410-12 T e
Muestra 418-12

Muestra 008-13

Muestra 087-13

OO0 606 -

Muestra 041-06 T C T CA GAGT CT CATCATCTGC
Muestra 006-07

Muestra 092-10
Muestra 279-10 . LT
Muestra 349-10

Muestra 121-11

Muestra 083-12

Muestra 410-12

Muestra 418-12

Muestra 008-13

Muestra 087-13

Muestra 041-06 T AT A A GAGTCAAATGGT T
Muestra 006-07 .. .. .. . . . €Cc . . . . LJIA

Muestra 092-10 .

Muestra 279-10 c . . .
Muestra 349-10 . . . @G
Muestra 121-11

Muestra 083-12 N . . .
Muestra 410-12 .. . . C
Muestra 418-12

Muestra 008-13

Muestra 087-13

OO0 0O0O 000
>

(@]
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Muestra 041-06 AAAT AT CTGAAGATGATG T
Muestra 006-07
Muestra 092-10 . . . . . ..o
Muestra279-10 . . . . . . . . . . . . . . . . .l@6
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06 T'AGTTAGSGTGGG T TTTI T C
Muestra 006-07

Muestra092-10 . . . . . . ... e
Mvuestra279-10 . /T . . . . . . . . J.I/A C . . .I|C
Muestra 349-10 . G

Muestra 121-11

Muestra 083-12

Muestra 410-12

Muestra 418-12

Muestra 008-13 .

Muestra 087-13 . . A

Muestra 041-06 G GG CTTGTGT CTCAAGTATT
Muestra 006-07

Muestra092-10 . . . . . . .. ... 0.
Muestra279-10 . . . . . . . . . . . . .7
Muestra 349-10

Muestra 121-11

Muestra 083-12

Muestra 410-12

Muestra 418-12

Muestra 008-13

Muestra 087-13

Muestra 041-06 T AT T CATITCTU CAGSGATI|T CT

Muestra 006-07 . . A
Muestra 092-10 - L e .
Muestra 279-10 oA ... e
Muestra 349-10 . . A
Muestra 121-11 - L.
Muestra 083-12 . . A

Muestra 410-12 .
Muestra 418-12 -
Muestra 008-13 -
Muestra 087-13

Muestra 041-06 T T A A TGTGATTAATA AT CG GG
Muestra 006-07
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Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06 G T T G A TTATIAAG GG GTGGT
Muestra 006-07 .. ..

Muestra 092-10 .. . A

Muestra 279-10

Muestra 349-10 .. ..

Muestra 121-11 . . . A

Muestra 083-12 ... . . . . . .16
Muestra 410-12 . .
Muestra 418-12 ... . A
Muestra 008-13 ... . A

Muestra 087-13

Muestra 041-06 AAGTGGGTTTT CAATTATCT
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06 AAA CTA AT G GGTATGGGAATC
Muestra 006-07

Muestra 092-10 A O
Muestra 279-10 .. .. . . ..Cc . . . . .G
Muestra 349-10

Muestra 121-11

Muestra 083-12

Muestra 410-12

Muestra 418-12

Muestra 008-13

Muestra 087-13

Muestra 041-06 ACTACTATT CTCTTTSGT CATCT
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
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Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12

A G G G T C A A G G G

T

T

C AT T A G

T AT ATOGTTTSGCATCTATZCTIA

G GG T TG G GGGTAATGTT A

A G T T

C

>>>>>>0

A

T AGTTTGTAATT
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Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 418-12 C A
Muestra 008-13 . . . . C A
Muestra 087-13 . . . . C A
Muestra 041-06 AAG T T G G T AAGATAGGTAT
Muestra 006-07 A T
Muestra 092-10 .. . . . A .
Muestra 279-10 . . . . A A T
Muestra 349-10 A T
Muestra 121-11 A .
Muestra 083-12 A T

A

A

A

A

Muestra 041-06 AAAGTAGATCATAGGAATT
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06 G AT TAAGTAGATAAATAG
Muestra 006-07

Muestra 092-10 e
Muestra 279-10 T T
Muestra 349-10 e
Muestra 121-11

Muestra 083-12

Muestra 410-12

Muestra 418-12

Muestra 008-13

Muestra 087-13

Muestra 041-06 C CAGATGAAATTCIT TTGA AT
Muestra 006-07 T &

Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

OO0 0O0O0OO0O >0
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Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07

T GA T T GG CTATOCATTGT T
C

AAATCATAGGATTTAIGTTT
A

AAAGTTAAGGTT GATTCATT

AAGTACACTTAGGTTTAASGQG

T
AT AJAACTAACAATTATTA
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Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10

T A AT

T T T C

T G C T

CcC CATTGGATGTAAA

G T T CATTGO CTTTGC

T T € T G C T A CACTAA
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Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

OO0 00O0

>
@]
(@]

>>>> > >

sNsNaNaNa ks

— = = ==
> > >
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Il. Anexo Il — Alineamiento aminoacidico

Muestra041-06 - - - - - V. T A R Q K L K D A E K T V E
Muestra 006-07 - - - -
Muestra 092-10 - -

Muestra 279-10 - - Q QL
Muestra 349-10 H E Q Q L
Muestra 121-11 - EQ QL
Muestra 083-12 - - - - -
Muestra 410-12 - - - - L

Muestra 418-12 - - - - ...
Muestra 008-13 - EQQ L
Muestra 087-13 - - - - -

Muestra 041-06 v DP DEV NI KSTLOQSI RIRAAV ST
Muestra 006-07 . . . . . . ... oo
Muestra092-10 . . . .. . . . . . . . . . . .S
Muestra 279-10

Muestra 349-10

Muestra 121-11

Muestra 083-12

Muestra 410-12 A

Muestra 418-12 . . . . D

Muestra 008-13

Muestra 087-13

Muestra 041-06 L ETKULGETULI KW ROQLADILVAAA QK
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06 LATKUPVDUPTSGULEPUDUDU HTIL K E K
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06 S SLRYGNVLDVNS 1T DWLETE P S
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Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10

GQTADWIR S |

I L K A

G TR

P K H

L

R

G A Y

L G F A

Y ML STRGROQTV KDN K

F

K D DS S

F

E

E VNG

LYy vV.sMPTAOQSTMIKAE

R

E
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Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12

T P G R

N

R

wnwuumuvuvuuvunumoueuouounuon2

F R T |1

P VMGV

D F

A CG

G

S EAFMATNIKAY

L

F

L AAECP

F

F P A QV K AR

S F

F V KD WM

F L

P K P K A P

L NR QROQV N
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Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13
Muestra 087-13

Muestra 041-06
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
Muestra 083-12
Muestra 410-12
Muestra 418-12
Muestra 008-13

ES KV QD I

L F T D |

C PP TA

L QDMR

V. D L |

AT PHSVWVFATCAUPD

LY vVvAGYVY PELGATFTFA

N T I MAS K SV GTAE E
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Muestra 087-13

Muestra 041-06 L K KK S AFYQSY LRRTOQSMG I
Muestra 006-07

Muestra 092-10

Muestra 279-10 . . . . . . . .. ... ...
Muestra349-10 . . . . . . . . . . . . . . . ..P
Muestra 121-11

Muestra 083-12

Muestra 410-12

Muestra 418-12

Muestra 008-13

Muestra 087-13

Muestra 041-06 QLDbDOQK 1 1T I LYMLSWGI K E A VN
Muestra 006-07

Muestra 092-10

Muestra 279-10 S
Muestra 349-10 N C
Muestra 121-11

Muestra 083-12 e
Muestra 410-12 N €
Muestra 418-12

Muestra 008-13

Muestra 087-13

Muestra 041-06 HFHULGUDT DMDU®PETLWIROQLAOQS L I
Muestra 006-07
Muestra 092-10
Muestra 279-10
Muestra 349-10
Muestra 121-11
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