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RESUMEN

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) representan uno de los principales problemas de salud entre nifos
menores de 5 afos de los paises en desarrollo, y son la cuarta causa de morbilidad de las IRA en Cuba. Se plantea
que los virus son los principales agentes causales, aunque el virus sincitial respiratorio humano (VSRH) constituye la
causa principal de esta afeccién. Este virus provoca elevadas morbilidad y mortalidad en lactantes, nifios pequefos,
ancianos y pacientes inmunodeprimidos. Hasta la fecha no existen vacunas ni medicamentos antivirales eficaces
que permitan su control, por lo que es necesario profundizar en la historia natural del virus, su evolucién y diseminacién
en la poblacién. La mayoria de los estudios de caracterizacion molecular del VSRH se han realizado en paises
desarrollados, con condiciones geogrdaficas diferentes a las de Cuba, donde hasta el momento no se conocian los
genotipos que circulan ni su relacién filogenética con los de otras regiones del mundo. Esta investigacion constituye
la primera de su tipo en Cuba y en el Caribe. Los resultados permitiran hacer una valoracion de la estrategia que
se debe seguir en el disefio de futuras vacunas contra este agente patégeno. Se estudié la variabilidad genética y
se realizé el andlisis filogenético de la glicoproteina G de 64 cepas del VSRH, aisladas en muestras clinicas provenientes
de nifios menores de 1 afno en 6 provincias de Cuba desde 1994 hasta 2000. De ellas, 58 pertenecieron al
subgrupo antigénico A, y 6, al subgrupo B. Dentro del subgrupo A se detectaron 5 genotipos: genotipo antiguo,
GA1, GA2, GA3 y GA5. Es importante destacar que las cepas del genotipo antiguo se agruparon filogenéticamente
con una cepa antigua, la cepa prototipo Long, aislada en 1956. Este genotipo no se ha detectado de nuevo desde
la fecha de su aislamiento. La circulacién de cepas con genotipo antiguo fue un hallazgo particular en las cepas
cubanas. A diferencia de lo ocurrido con las cepas del subgrupo A, las del subgrupo B se encuentran muy distantes
de las cepas antiguas y se detectaron 2 genotipos: SAB1 y SAB3. Las cepas de ambos genotipos se agruparon con
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cepas que han circulado solo en Suddfrica durante el mismo periodo.

Introduccion

El virus sincitial respiratorio humano (VSRH) es uno
de los agentes patdbgenos mas importantes de la
infeccion en el tracto respiratorio delos nifios pequefios
[1-3]. Ademés, se ha visto que este virus produce
infecciones respiratorias graves en ancianos y en pa
cientes inmunocomprometidos [4-6]. Su distribucion
esmundia, y |as epidemias ocurren anualmente, durante
los meses de invierno en los paises de climatemplado
y durantelas estacionesdelluviaenlospaisesdeclima
tropical [7]. Sin embargo, se conoce muy poco acerca
de lainfeccién que causa en paises subdesarrollados,
enloscuaesd patrén epidemiol 6gico del virus pudiera
seguir un comportamiento diferente.

Dos subgrupos antigénicos, A y B, se han identifi-
cado seguin su reaccién frenteaun panel de anticuerpos
monoclonales[8]. Estaclasificacion se confirmd luego,
por andlisis de la secuencia nucleotidica. Se plantea
gue durante una epidemia ambos subgrupos pueden
circular simultdneamente; sin embargo, se haidentifi-
cado el subgrupo A masfrecuentemente que el subgrupo
B [9]. En cada epidemia también se ha observado la
circulacién de multiples genotipos en cada subgrupo,
con un reemplazamiento del genotipo predominante
cadaafio [10].

L osestudios de variabilidad genéticase han centrado
en la glicoproteina G, debido a su propiedad de
diferenciar cepas que pudieran ser idénticas en otros
productosgénicos. Variosinvestigadores han planteado
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gue existen cepas muy similares genéticamente, las
cuales pueden circular en diferentes partes del mundo
durante el mismo periodo. También se ha visto que
hay virus aislados en lugares geogréficamente distantes
y en diferentes afios, que pueden estar masrelacionados
genéticamente que otros virus aislados en un mismo
lugar durante dos dias consecutivos [11].

Laglicoproteina G es € principal componente en la
respuesta inmune protectora del virus, en la cual se
presentan muchas sustituciones nucleotidicas que
provocan cambios aminoacidicos. Estos cambios dan
lugar aateracionesenlosepitoposy, por tanto, permiten
que € virus escape de lainmunidad preexistente [12].

El VSRH presenta dos caracteristicas importantes
que se deben tener en cuentapara el desarrollo de una
vacuna: en primer lugar, es capaz de infectar a nifios
en presencia de anticuerpos maternos, y en segundo
lugar, causainfecciones repetidas alo largo delavida.
La facultad de este virus de causar reinfecciones,
pudiera deberse a una respuesta inmune inadecuada o
asu variabilidad [13].

Por ello, apartir delaglicoproteinaG del VSRH, se
realizaron estudios de variabilidad genética en virus
gue se han detectado en 6 provincias de Cuba desde
1994 hastael afio 2000. Con estos estudios se obtendria
informacion acerca de los genotipos que circulan en
nuestro pais y su relacién filogenética con los que
circulan en el mundo. Ademaés, permitiran profundizar
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en el conocimiento de esta proteina, la cua es uno de
los antigenos inductores de la respuesta inmune
protectora, con €l objetivo de contribuir a desarrollo
de futuras vacunas.

Materiales y métodos

Paraexaminar laepidemiologiamolecular y lospatrones
evolutivosdelaglicoproteinaG del VSRH seandizaron
64 cepas, aisladasen €l Laboratorio Nacional de Refe-
renciade Virus Respiratoriosdel Instituto de Medicina
Tropical “PedroKouri”, desde 1994 hasta 2000. Estas
cepas se obtuvieron a partir de muestras clinicas pro-
venientes de nifios menores de un afio, ingresados en
las sal as de enfermedades respiratorias con diagnéstico
clinico de IRA bgja, de posible causavira, los cuales
eran atendidos en hospital es pediétricos de la Ciudad
de La Habana (de Centro Habana, “William Soler” y
del Cerro) y hospitales provinciales (Sancti Spiritus,
Cienfuegos, Holguin, Las Tunasy Santiago de Cuba).
Las cepas se muestran en latabla 1.

Extracciéon de ARN

Sereadlizo laextraccion de ARNv delas cepascontroles
(Long y CH18537) y de las cepas obtenidas en el
laboratorio por el método del trizol (Invitrogen),

siguiendo las instrucciones del fabricante. Se tomo
unvolumeninicial de500 mL. Lamezclase centrifugd

a 12 000 rpm durante 15 minutos a4 °C, se elimind
el sobrenadante, y el precipitado se resuspendio en
500 mL detrizol; luego, seincubd 5 minutos atempe-

ratura ambiente. A continuacion se afiadieron 100 L

de cloroformo, se agit6 fuertemente, se incub6 3 mi-

nutos a temperatura ambiente, se centrifugé en
igualdad de condicionesy setransfiri6 lafase superior
a otro microtubo de ensayo. Después, se afiadieron
400 ni deisopropanol, se mezcl 6 mediante agitacion
manual y seincubo durante 10 minutos atemperatura
ambiente, lamezcla se centrifugd durante 15 minutos
con las mismas condiciones mencionadas antes. El

ARN se lavé con 500 nL de etanol a 75%, se
centrifugé 15 minutos en condiciones iguales, se
elimino el sobrenadante, sesecd el ARN en el gabinete
de seguridad y fue resuspendido en 30 L de agua
estéril, libre de ribonucleasa (RNasa).

Transcripcién reversa y reaccién en cadena
de la polimerasa

Paralatranscripcionreversa(TR) y el primer paso de
amplificacion, se afiadieron a la mezcla de reaccion
10 nL del ARN extraido. En la mezcla se emplearon

Tabla 1. Nomenclatura, fecha de aislamiento y procedencia de las cepas

CHab52/94 1994 C. Habana CHab114/97 1997 C. Habana
CHab54/94 1994 C. Habana CHab125/97 1997 C. Habana
CHab60/94 1994 C. Habana Tun135/97 1997 Las Tunas
CHab67/94 1994 C. Habana Tun141/97 1997 Las Tunas
CHab69/94 1994 C. Habana Tun145/97 1997 Las Tunas
CHab81/94 1994 C. Habana CHab223/98 1998 C. Habana
CHab82/94 1994 C. Habana CHab181/98 1998 C. Habana
CHab83/94 1994 C. Habana CHab185/98 1998 C. Habana
CHab97/94 1994 C. Habana CHab197/98 1998 C. Habana
CHab105/94 1994 C. Habana CHab198/98 1998 C. Habana
CHab106/94 1994 C. Habana Cfgo226/98 1998 Cienfuegos
CHab107/94 1994 C. Habana Cfgo227/98 1998 Cienfuegos
CHab111/94 1994 C. Habana Cfgo228/98 1998 Cienfuegos
CHab115/94 1994 C. Habana Cfgo232/98 1998 Cienfuegos
CHab128/94 1994 C. Habana CHab236/98 1998 C. Habana
CHab134/94 1994 C. Habana CHab237/98 1998 C. Habana
CHab140/94 1994 C. Habana CHab239/98 1998 C. Habana
CHab141/94 1994 C. Habana CHab240/98 1998 C. Habana
CHab151/94 1994 C. Habana Tun244/98 1998 Las Tunas
Hol167/95 1995 Holguin Tun245/98 1998 Las Tunas
Hol168/95 1995 Holguin SC93/99 1999 S. de Cuba

CHab5/95 1995 C. Habana SC94/99 1999 S. de Cuba

CHab8/95 1995 C. Habana CHab33/00 2000 C. Habana
CHab10/95 1995 C. Habana CHab34/00 2000 C. Habana
CHab11/95 1995 C. Habana CHab37/00 2000 C. Habana
CHab104/96 1996 C. Habana CHab42/00 2000 C. Habana
CHab195/96 1996 C. Habana CHab43/00 2000 C. Habana
CHab201/96 1996 C. Habana Tun50/00 2000 Las Tunas
CHab220/96 1996 C. Habana Tun53/00 2000 Las Tunas
CHab91/97 1997 C. Habana Tun57/00 2000 Las Tunas
CHab102/97 1997 C. Habana §564/00 2000 S. Spiritus
CHab123/97 1997 C. Habana $565/00 2000 S. Spiritus
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10 mL de AMV/TflI 5X, 1 nL AMV RT (5 U/nL),
1 ni deTfl ADN polimerasa (5 U/n), 6 nl deMgSO,
(25 mM), 1 L de dNTP (10 mM), 1 nL de cada
oligonucledtido 1,G/OF139 (100 ng) y se completd
con agua bidestilada estéril librey € volumen final fue
de50 L. Lamezcladereaccion parala TRy lareaccion
en cadena de la polimerasa (TR-RCP) se colocé en un
termociclador con €l programasiguiente: para efectuar
[aTR, primero seincub6 lamezcladereaccion a65 °C
durante 15 minutosy luego a42 °C durante 45 minutos.
La inactivacion de esta reaccion se efectué a 94 °C
durante 3 minutos. La RCP consistio en 30 ciclos de
amplificacion (desnaturalizacion del ADN a 94 °C
durante 1 minuto y 30 segundos, la hibridacion de los
oligonucledtidos con el molde a50 °C por 1 minutoy
30 segundos, y la elongacidn de las cadenas a 68 °C
por 1 minutoy 30 segundos), seguidapor unaextension
final a68 °C durante 5 minutos.

Reaccién en cadena de la polimerasa
anidada

Parala RCP anidada se afiadieron 2 L delaprimera
RCP alamezclade reaccién constituida por 0.25n1
de AmpliTaq polimerasa (5 U/nlL), 5 nL de solucién
amortiguadora RCP (10 X), 6 nL MgCl, (2 mM),
0.8 nL de dNTP (25 mM), InL de cada oligonu-
cledtido interno (100 ng) y agua bidestilada estéril
libre de RNasa para un volumen final de 50 nL. La
mezcla de la RCP anidada se colocé en el termo-
ciclador. Antes de la segunda reaccién, el ADN fue
desnaturalizado a 95 °C durante 3 minutosy, segui-
damente, se efectuaron 30 ciclos de amplificacion
(desnaturalizacion a94 °C por 1 minuto, hibridacién
a 55 °C por 1 minuto, polimerizacién a 72 °C por
1 minuto), con una extension final de 72 °C durante
5 minutos. LamezcladelaRCP anidadase coloco en
€l mismo termociclador. Antesdelasegundareaccion,
€l ADN fuedesnaturalizado a95 °C durante 3 minutos
y seguidamente se efectuaron 30 ciclos de ampli-
ficacion (desnaturalizacion a 94 °C por 1 minuto,
hibridacién a 55 °C por 1 minuto, polimerizacién a
72 °C por 1 minuto), con unaextension final de72°C
durante 5 minutos. A las muestras clinicas selesrea-
lizé la segunda reaccién de amplificacion del gen G
los oligonucledtidos utilizados fueron 12G-OG316,
0G295-0G695 y OG448-G/OF139.

Deteccién del producto amplificado

Una vez concluida la RCP, se tomaron 8 ni. de cada
uno de los productos de lareaccion de amplificaciony
se mezclaron con 2 nl de solucién estabilizadora de
muestra 6 X (EDTA 500 mM, glicerol a 10%, azul
de bromofenol a 0.01%). Estos productos fueron
detectados en gelesde agarosaa 1y 2% en TBE 1 X
(Tris0.089 M, &cido bérico 0.089 M, EDTA 0.002 M)
mediante tincion de bromuro de etidio (10 mg/mL). La
corridaserealiz6 a90 V durante 1 hora, con €l empleo
del Marker VIII (Promega) como marcador de peso
molecular, con un rango entre 100 y 1 500 pares de
bases (pb). La visualizacion de las bandas se realizd
por exposicion del gel a la luz ultravioleta en un
transiluminador. El tamarfio del fragmento amplificado
para el gen G parcial fue 316 pb, 400 pb, 489 pb,
y parael gen G completo fue 1 104 pb.
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Purificacién del producto amplificado

El ADN amplificado por |laRCP anidadadel gen G se
purificé para realizar la secuenciacién nucleotidica,
seguin el protocolo descrito en el estuche comercial de
secuenciacion. Para la purificacion, se mezclaron
40 nL del producto amplificado de la RCP anidada,
con 40 L deisopropanol y 8l de acetato de amonio
5 M. Esta mezcla secentrifugd a 14 000 rpm durante
10 minutos a 4 °C, se elimind el sobrenadante cui-
dadosamentey €l precipitado se lavd con 200 i de
etanol a 70%. Se centrifugd nuevamente en igualdad
de condiciones. El precipitado se sec6 yseresuspendio
en 10 nL de agua destilada estéril libre de RNasa.

Secuenciacién nucleotidica automatizada

La secuenciacion nucleotidica se realizd con el estu-
che comercial (Thermo Sequenase Cy5 Dye Ter-

minator Cycle Sequencing Kit, Promega). Para esto,

primero se prepararon 4 vialesmarcadoscon A, C, G
y T. A cadavial seleadicion6 lamezcla 1, compuesta
por 2 nmL de Cy5-ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP,

ddTTP en correspondencia con |os viales marcados),

4 L de dNTP (1.1 mM) y agua bidestilada estéril

libre de RNasa. El volumen final fue de22ni.. Seagitoé
fuertemente, se le dio un golpe de centrifugay se
almacend en hielo hasta su uso posterior. Para cada
reaccion de secuencia se prepard un vial con lamezcla
dereaccion 2, compuesta por 3.5 L del producto del

RCP purificado, 2 nL de primer 4 pmol, 3.5 nL de
solucién amortiguadora de reaccién, 1 nl delaTermo
Secuenasa | ADN polimerasa 10 UhiL y agua bi-
destilada estéril libre de RNasa. El volumen final fue
de 27 nl). Esta se mezclé agitando suavemente. Se
prepararon nuevos viales marcadoscon A, C,Gy T,

los que se colocaron en higlo. A cada uno se le afiadio
2 mL de la mezcla 1, segun el tubo marcado. A
continuacion se afladieron 6 L de la mezcla 2. Los
viales se agitaron, seguido de un golpe de centrifuga.

La mezcla de reaccion se coloco en el termociclador
descrito antes. Se efectuaron 30 ciclosde amplificacion
(desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos, hi-

bridacién a 60 °C por 30 segundos y extension a
72 °C por 1 minuto y 20 segundos). Para la secuen-
ciaciénse utilizaron los oligonucleétidos |.G, OG 448,

OG 555, G/F20 y OF 139.

Purificacién del producto de secuencia

El producto secuenciado se purificéd segun las
instrucciones del estuche de secuenciacién. Luego se
le afadieron 2 nlL de acetato de amonio 7.5 M, 2 nL
deglicégeno y 30 ni de etanol frio al 100%. Se agit6d
fuertemente y se incub6 todala noche a-20 °C para
precipitar el ADN. Después, se centrifugé a
13 000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. El sobre-
nadante se elimino cuidadosamente con el empleo de
pipetas. El precipitado se lav6 con 200 L de etanol
frio a 70% y se centrifugd bajo las mismas con
diciones descritas. El sobrenadante se eliminé
cuidadosamente, el precipitado se seco a vacio du-
rante 2 a 3 minutos, luego se le afiadieron 6 L de
formamida y se resuspendié vigorosamente con
agitacion. Justo antes de aplicar en el gel, lasmuestras
se calentaon en un bloque térmico a 70 °C durante
3 minutos e inmediatamente, se colocaron en hielo.
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Los productos de la secuenciacion se separaron en
gel desnaturalizante de poliacrilamida a 6% y urea
7 M. Lapolimerizacion del gel serealiz6 conluz UV
durante 10 minutos, la solucion amortiguadora de
corrida fue el TBE 0.5 X. La corrida se realizé a
1500V durante 8 horas. Lalecturadelasecuenciase
realiz6 mediante una computadora.

Métodos empleados para analizar y comparar
secuencias

L os datos de cada unade | as secuencias se analizaron
con el programa de computacion Chromas (version
1.3; C. McCarthy, 1996, Griffith University, Bris-
bape, Queensland, Australia). Losresultados apartir
de la secuenciacion de la cadena positiva y negativa
de cada una de las muestras se empamaron con €
programa MegAlign (DNASTAR, Madison, Wis),
para obtener las secuencias consenso finales. Las
secuencias nucleotidicasy aminoacidicasdel subgrupo
Ay B del VSRH se alinearon por separado con €l
empleo del Clustal X 1.64b [14]. El andlisis filo-
genético se hizo con el modelo de sustitucion nu-
cleotidicaTamura-Nei, gamma0.5. Lareconstruccion
del arbol filogenético se realiz6 mediante el método
de neighbor joining. El &rbol filogenético se evalu6 a
partir del calculo del bootsrap con 1 000 réplicas
(paquetes de programas contenidos en el programa
MEGA version 2.3) [15].

Secuencias de las cepas del VSRH

De la base de datos del GenBank se obtuvieron 32
secuencias del VSRH, las cuales se muestran en la
tabla 2.

Resultados y discusién

La deteccion del VSRH se realiz6 mediante la
secuenciacion nuclectidica del producto amplificado,
obtenido a partir de una RT-PCR de 64 cepas, de las
cuales 58 pertenecieron a subgrupo A,y 6 a subgrupo
B. Los cambios més frecuentes fueron las susti-
tuciones nucleotidicas, y las transiciones fueron mas
comunes que las transversiones. Las sustituciones
nucleotidicas fueron de tres tipos: sustituciones de
nucledtidos que no daban lugar a cambios de aa
(sustituciones sinénimas), sustituciones de nucled-
tidos que daban lugar a cambios de aa (sustituciones
no sinbnimas) y sustituciones de nucleétidos que
introducian cambios en la posicion del codén de ter-
minacion. Las sustituciones de nucledtidos que
provocan cambiosde aaen laglicoproteinaG, sonlos
cambios genéticos encontrados con mas frecuenciaen
lamayoriadelas cepas estudiadas de otras partes del
mundo [12, 16]. En estos estudios se observé que el
extremo C delaglicoproteina G esunade las regiones
donde se acumulan los cambios aminoacidicos, y que
esta contiene multiples epitopos variables, reco-
nocidos por anticuerpos monoclonales (AcMs). Esto
sugiere que la seleccion de nuevas variantes por
anticuerpos (Acs), pudiera ser uno de los factores
que contribuyen a la generacién de la diversidad del
VSRH [11, 17, 18].

Las sustituciones de nucleétidos que provocan
alteraciones en la posicion del codén de terminacion,
dan lugar a moléculas de diferente longitud. La
glicoproteinaG delosvirus pertenecientesal subgrupo
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Tabla 2. Nomenclatura, fecha de aislamiento, clasificacién en subgrupos y procedencia de
las cepas utilizadas en este estudio obtenidas de la base de datos del GenBank

Cepas oi?gmedn?o Grupo Origen
Long 1956 A Estados Unidos
WV2780 1979 A Estados Unidos
WV19983 1987 A Estados Unidos
Mon/2/88 1988 A Uruguay
Mon/3/88 1988 A Uruguay
RSB642/89 1889 A Reino Unido
RSB1734/89 1989 A Reino Unido
Mon/5/90 1990 A Uruguay
Mon/1/90 1990 A Uruguay
Mon4/90 1990 A Uruguay
ad/4/90 1990 A Espania
CH57 1990-1995 A Estados Unidos
Mon/5/91 1991 A Uruguay
Mad6/93 1993 A Espaiia
AL19376/94-5 1994-1995 A Estados Unidos
NY103/94-5 1994-1995 A Estados Unidos
MO01/94-5 1994-1995 A Estados Unidos
Tx68532 1994-1995 A Estados Unidos
AgA48/99 1999 A Sudéfrica
AgK28/00 2000 A Sudéfrica
AgK23/00 2000 A Suddfrica
AbJ81/00 2000 A Sudéfrica
Ab03/00 2000 A Sudéfrica
SAPT56/00 2000 A Sudéfrica
8/60 1960 B Suiza
18537 1962 B Estados Unidos
B1/85 1985 B Estados Unidos
CH10/90-4 1990-1994 B Estados Unidos
NY01/94-5 1994-1995 B Estados Unidos
NY97/94-5 1994-1995 B Estados Unidos
SA934D/97 1997 B Sudéfrica
SA800V/99 1999 B Suddfrica
SA439V99 1999 B Sudéfrica
Moz/198/99 1999 B Mozambique
SA25/00 2000 B Sudéfrica
Ab27CT/00 2000 B Sudéfrica
Ab5078P/01 2001 B Suddfrica
SA3064C/01 2001 B Sudéfrica

B detectados en Cuba, presentaron una proteina de
295 aa con dos codones de parada diferentes (UAG o
UAA). Sin embargo, dentro de las secuencias del
subgrupo A se observaron dos tamafios de proteina
(297 aay 298 aa) con un solo coddn de parada (UAG).
Los cambios en € codén de parada se han asociado
con importantes variaciones antigénicas de genes
mutantes de escape del VSRH [11].

En los resultados de la secuenciacién del gen G
de las cepas que circularon en Cuba entre las cepas
del periodo 1994 y 1996, se observd una elevada
identidad entre ellas y la cepa Long de referencia.
Todas las cepas fueron iguales entre si y muy pa
recidas aL ong, con solo 6 cambios de nucledtidos en
el gen (posiciones 58, 260, 640, 659, 746y 888). La
cepa de CHab220/96 present6, ademas, un cambio
en la posicion 824, y 6 fueron cambios aminoacidi-
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cos (posiciones15K-Q, 82 Q-L, 209K-E, 215H-L,
244 |-T y 270 S-F); el cambio en la posicion 888
fuesilente.

Lahomogeneidad delas cepasdel VSRH quecirculd
en laCiudad de La Habana entre 1994 y 1996, y con
una cepa antigua (cepa Long), constituye una carac-
teristica Ginica cuando son comparadas con las cepas
del VSRH que circul 6 en paises con climatemplado y
con diferentes estatus socioeconémicos, ya que en
anteriores epidemias no se habian hallado cepas con
secuencias antiguas. La estacionalidad de las infec-
ciones por este virus difiere entre las zonas de clima
tropical y las de clima templado. Mientras que las
epidemias en los paises con clima templado ocurren
en invierno, en Cuba, a pesar de ser un pais tropical,
las infecciones por este virus se distribuyen desde
septiembre hasta febrero. La influencia de la esta
cionalidad enlaevolucién del virus se desconoce, pero
las caracteristicas geogréficas de Cuba pudieran estar
influyendo en este comportamiento inusual.

Las cepas encontradas en Cuba, pertenecientes a
subgrupo A, se agruparon filogenéticamente en 5
genotipos, de acuerdo con el porcentaje de similitud
nucl eotidicacon los genotipos de referencias (genotipo
antiguo, GA1, GA2, GA3y GADb). Losresultados se
muestran en lafigura 1.

Dentro del genotipo antiguo se agruparon todas
las cepas que circularon en la Ciudad de La Habana
entre1994 y 1996; unacepa, también de Ciudad deLa
Habana, aislada en 1998 y una cepa que circul6 en
Las Tunas durante el afio 2000. Estas cepas se agru-
paron con 99% de similitud nucl eotidicacon unacepa
antigua, la cepa prototipo Long, aisladaen 1956. Este
genotipo no se ha detectado de nuevo desde lafecha
desu aislamiento. Lacirculacién de cepas con genotipo
antiguo fue una caracteristica Unica en las cepas
cubanas. Todas las cepas agrupadas dentro de este
genotipo presentaron secuencias nucleotidicas
idénticas o casi idénticas.

Resultados parecidos se reportaron previamente
en Dinamarca, durante varias epidemias consecutivas
(desde 1993 hasta 1995). El genotipo predominante
mostré un patron de restriccion idéntico a la cepa
prototipo A2, aislada en 1961 [19]. Cepas con igual
patron de restriccion se encontraron en estudios
posteriores de diferentes regiones de este mismo pais,
en dos de las cuales este genotipo continud siendo el
dominante. Los autores plantean que determinados
genotipos que no han sido detectados durante muchas
epidemias en otras partes del mundo, pueden
mantenerse circulando deformaestable endémicamente
en una poblacién durante afios, con manifestaciones
esporadicas[20].

La mayoria de los virus que circularon entre 1995
y 1999 en las diferentes provincias cubanas se
agruparon filogenéticamente con cepas del genotipo
GA1, con 97% de similitud nucleotidica. Los virus
pertenecientes a este genotipo encontrados en Cuba,
Se agruparon con cepas que circularon varios afios
atras en Uruguay, Estados Unidos y Reino Unido
(entre 1979 y 1991). Este genctipo fue comun en la
década de los 80 y en la actualidad se ha detectado
con muy baja frecuencia. Nuevamente se observé la
circulacién de cepas con este genoti po con secuencias
nucleotidicas casi idénticas.
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Figura 1. Arbol filogenético del VSRH del subgrupo A que circulé en algunas provincias de Cuba y en otras
dreas geogrdficas. Los virus de Cuba estén sefalados con color negro.

Previamente, en otras localidades se apreciaron
resultados similares. Durante 1993, en Gambia, se
agruparon filogenéticamente virus aislados con una
cepacirculante en Madrid detectadadurante 1984 [21].
Esta variante fue relativamente comun en Europa
durante ladécadadelos 80y no se hadetectado desde
entonces[10, 22].
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En Dinamarca, durante varias epidemias consecu-
tivas (entre 1992y 1998) se describieron virus, cuyos
patrones de restriccion fueron similares a los virus
aislados en Estados Unidos entre 1982 y 1986 [19,
20]. Estas descripciones sugieren que la fluctuacién
temporal de un genotipo predominante en un area
geogréficamente restringida, podria deberse a un
estado inmunolgico condicionado en el hospedero,
que favorece a determinadas cepas de la poblacién
circulante, més que por la evolucién molecular in-
ducida por la presion inmune selectiva. En estos
trabajos se plantea que determinados genotipos que
no se han reconocido durante varios inviernos, po-
drian mantenerse endémicos en una poblacion durante
afos y manifestarse ocasionalmente. Hace poco se
estudio la variabilidad genética de cepas del VSRH
del subgrupo A, aisladasen BuenosAires, Argentina,
durante 1996 y 1998. En este periodo se detect6 la
circulacion del virus con el genotipo GA1 con muy
bajafrecuencia[23].

Laminoriadelascepasquecircularon en el periodo
de 1997 y 1998 y durante €l afio 2000, se agruparon
filogenéticamente en los genotipos GA2, GA3y GA5
con cepas que circularon posteriormente, en otras
partes del mundo, durante el mismo periodo o en
periodos diferentes.

El genotipo GA2 contenia cepas que circularon en
distintos periodos en Sudéfrica, Montevideo y Norte
América. Con este genotipo se agruparon dos virus
detectados en la Ciudad de La Habana, que circularon
durante 1997, y un virusquecirculé en Las Tunas en
el afio 2000. Los virus detectados durante 1997 se
relacionaron con cepas de Norte Américay Monte-
video, Argentina, que circularon en la primera década
delos 90y durante el afio 1988, respectivamente. El
virus CHab198/98 se agrup6 con €l genotipo GA3
junto con cepas de virus que circularon entre 1990 y
1995 en Montevideo, Madrid y Estados Unidos. Con
el genotipo GA5 se agruparon dos virus detectados
en la Ciudad de La Habana durante 1997 y 1998, y
dos virus que circularon en Sancti Spiritus en €l afio
2000. Con igual genotipo se agruparon cepas que
circularon en este mismo tiempo en &reas geogr&
ficamente distantes, y cepas aisladas en periodos y
areas geogréficamente diferentes. Los virus detecta
dos en Sancti Spiritus estaban muy relacionados con
las cepas de los virus que circularon en Sudafrica 'y
M ozambique durante el mismo periodo epidémico.

El andlisis por RFLPy la secuenciacion parcia de
un segmento de losgenes SH, Ny G revelaron que en
paises muy distantes se presentan, simultaneamente,
virusmuy similares[24, 25]. Losgenotiposdel VSRH
tienen una distribucién mundial. En lugares distantes
y entiempos diferentes se han detectado virus aislados,
que pueden estar més relacionados entre si, que otros
virus aislados durante dos epidemias consecutivas
[11]. En diferentes partes del mundo, durante una
misma temporada epidémica, también se han
identificado virus con el mismo genotipo [22, 26].

Los virus del subgrupo B detectados en Cuba se
agruparon filogenéticamente en dos lineas evolutivas
principales. Los resultados se muestran en lafigura 2.

Los virus con ambos genotipos se agruparon con
los de genotipos previamente identificados en Sudafrica
[27]. Con € genotipo SAB1 o0 Cuba B1 se agruparon
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casi todos los virus identificados en Cuba. De este
subgrupo se observaron virus con secuenciasidénticas
0 casi idénticas. En Sudéfrica, entre 1998 y 2000 se
detectd este genotipo con una frecuencia baja'y no
pudo ser agrupado con ningunade | as cepas publicadas
en el GenBank. Sin embargo, con e genotipo SAB3 0
Cuba B2 se agrup6 solamente una cepa detectada
en Cuba (CHab33/00). Este genotipo fue dominante
en Sudéfrica desde 1997 hasta el afio 2000 [27]. Los
virus circulantes en Cuba se agruparon filogenéti-
camente muy distantesdelacepaprototipo CH18537.

En 1991, Sullender y sus colaboradores analizaron
lasecuenciadelaglicoproteinaG de un grupo de cepas
del subgrupo B, aisladas desde 1960 hasta 1989. En
este estudio se identifico la circulacion de multiples
genotipos. Se analizaron cepas pertenecientes al
subgrupo B aisladas durante tres periodos epidémicos
(desde 1993 hasta 1996) en Alabama. Se observaron
diferentes genotipos de este subgrupo, las cepas
antiguas se agruparon muy distantes de las cepas més
recientes [28]. En una comunidad de Estados Unidos
se examind un grupo de cepas, aisladas durante cinco
periodos epidémicos, también se identificaron cuatro
genotipos (GB1-GB4). Este estudio se extendio a
cinco comunidades de Estados Unidos durante un
mismo periodo epidémico y se detectd solamente la
circulacion de los genotipos GB3 y GB4 [29, 30].

En el afio 2001, Venter y sus colaboradoresidenti-
ficaron la circulacién de miltiples genotipos del
subgrupo B durante tres epidemias consecutivas en
Sudéfrica. Se detectaron 5 genotipos, dos de ellos
previamente identificados (GB3 y GB4), y tres
nuevos (SAB1, SAB2y SAB3). En Uruguay durante
los periodos de 1989 a 1996 y de 1999 a 2001,
circularon los genotipos GB1, GB2, GB4y SAB2y,
ademas, seidentificaron dos genotipos nuevos URU1

y URUZ2. Estos dos genotipos estaban formados por

cepas que circularon en Uruguay en 1990, 1991, 1999

y 2001 [31].

A diferenciadel subgrupo A, las cepas del subgrupo
B se encontraban muy alejadas de |as cepas antiguas.
Los virus del mismo periodo se agruparon filogené-
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Figura 2. Arbol filogenético del VSRH del subgrupo B que circulé en algunas provincias de Cuba y en otras
dreas geogrdficas. Los virus de Cuba se sefialan en color negro.
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ticamente en dos genotipos, con cepas que circularon
durante ese mismo tiempo en Sudafrica. Estaelevada
similitud con las cepas del continente africano, pudiera
estar muy relacionada con el incremento del inter-
cambio de vigjeros cubanos a Africa a findes de la
década de los 90.

El patron epidemiol 6gico descrito parael VSRH en
Cuba, se ha discutido en anteriores trabajos del
laboratorio, en los cuales se ha determinado que este
viruscirculadesde el mesde septiembre hastafebrero.
Las condiciones geogréficas y socioecondémicas de
Cubapudieran influir en su diseminaciony evolucion.

Conclusiones

1. Las sustituciones de aminoécidos y el uso
alternativo de codones de terminacion, fueron los
cambios mas frecuentemente encontrados en el
extremo C delaglicoproteinaG delosvirus estudiados
en Cuba. Estos son mecanismos antigénicos e
inmunogénicos implicados en la generacion de la
diversidad del VSRH.

2. Las secuencias de las cepas del subgrupo A del
V SRH se agruparon filogenéticamente con secuencias
de diferentes genotipos reportadas en distintas
regiones geogréaficas de todos | os continentes, lo que
confirma que las variantes del VSRH estan dise-
minadas mundia mente.

3. La circulacion de las cepas del subgrupo A con
secuencias nucleotidicas similares a las de la cepa
prototipo Long fue un hallazgo particular delas cepas
detectadas en Cuba.

4. Las secuencias nucleotidicasdel VSRH, halladasen
Cuba, pertenecientes a subgrupo B, se relacionaron
filogenéticamente con las secuencias de las cepas
reportadas en Sudéfrica durante la misma temporada
epidémica

5. La presencia de secuencias nucleotidicas de la
glicoproteina G cas idénticas, fue una caracteristica
que predomind en las cepasdel VSRH detectado enlas
provincias enlasquesehicieron estudios, lo cua sugiere
que el virus se disemind apartir de una fuente comun.
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