18 NOVA - PUBLICACION CIENTIFICA ISSN:1794-2470 VOL.3 No. 3 ENERO- JUNIO DE 2005:1-120

Astrovirus (HAstV) como agente causal de diarrea en
ninos Colombianos: Siete afnos de estudio

Maria Fernanda Gutiérrez PhD. !, Adriana Matiz MSc. !, Juan Carlos Ulloa MSc. Mé6nica Alvarado MI 1.

Laboratorio de Virologia, Grupo de Enfermedades Infecciosas, Departamento de Microbiologia. Facultad de Ciencias.
Pontificia Universidad Javeriana. Bogota, D.C. Colombia.
Correspondencia: mfgutier@javeriana.edu.co

Recibido: 26-05-2005 / Aceptado: 11-06-2005

Resumen

Con el objeto de determinar el comportamiento de los Astrovirus como agentes causantes de diarrea en
algunas regiones colombianas, se colectaron 1147 muestras de diarrea de nifios menores de 5 afios que acu-
dieron a los servicios de consulta externa de cuatro centros de salud de regiones de Bogota, Facatativa,
Cartagena y Quibdo durante el periodo comprendido entre 1996 y el afio 2002. La determinacion de la presen-
cia viral se realizdé por medio de pruebas de ELISA encontrando una prevalencia global de 2,8%. De las
muestras positivas se seleccionaron 14 a las cuales se les obtuvo su ARN, se realizaron pruebas de RT-PCR
y secuenciacion de un segmento de 348 pb del ORF 2 del genoma viral para elaborar dendrogramas con el
método de Neiborg joining y asi, determinar su comportamiento filogenético. Las conclusiones generales de
este estudio fueron:que en Colombia los HAstV poseen comportamientos endémicos y que las cepas colom-
bianas no han sufrido cambios evolutivos que les permitan distanciarse de cepas de otros paises.

Palabras claves: Diarrea, Astrovirus humano (HastV), RTPCR, filogenética.

Abstract

Astrovirus (HAstV) causing diarrea in colombian children: seven yeasr of study: In order to find the
behavior of the Astrovirus isolates from diarrheic samples taken from children under 5 in four different cities
of Colombian, there were tested 1147 samples between 1996 and 2002. The diagnosis of HastV was done by
EIA and there were found 2,8% of global prevalence. Fourteen of the positive samples were typed by RT
PCR and sequencing the 384bp region of the ORF2 segment of the viral genome (which codes for the capsid
protein). Neighbor joining was done in order to make the phylogenetic study. The conclusions of the study
were that in Colombia, HastV has an endemic behavior and the Colombian strains, obtained from samples of
geographically distant or the same places, show that there is no genetic variability among the same genotype
and among strains with the same typed but collected out of this country.
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Introduccién 1975 y han sido reportados como causantes del 2 al
Los Astrovirus, son virus ARN de cadena sencilla, 8% de las diarreas de etiologia viral (EDA) en el mundo.

sin envoltura que fueron descritos por primera vez en La mayoria de estudios epidemioldgicos se han
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realizado en paises desarrollados y con estaciones
donde este virus presenta un comportamiento epidémico
asociado a épocas de invierno. Dentro de las
caracteristicas epidemiologicas importantes estan el que
afecta principalmente nifios menores de dos afios, tiene
amplia distribucion mundial y pueden presentarse solos
o coinfectando con otros virus entéricos (1-5).

Los Astrovirus humanos (HAstV) han sido clasifi-
cados en 8 tipos antigénicos denominados HAstV 1 a
HAstV 8 de los cuales el tipo predominante reporta-
do es el HAstV 1. En paises en vias de desarrollo y
climas sin estaciones definidas como el nuestro, exis-
ten pocos reportes epidemioldgicos, en Peru se pre-
senta el tipo 1 como predominante, seguido porel 2 y
el 4, de manera muy similar a Santiago de Chile don-
de ademas del tipo 4 aparecid también el tipo 3 (2, 4,
6). En cuanto a la edad de la poblacion afectada, se
sabe que este virus ataca a menores de 5 afios aun-
que se ha reportado en ancianos y personas con defi-
ciencias inmunes. En Francia, Australia y Alemania
se observo una mayor prevalencia en nifios menores
de los 7 meses (1-3).

El genoma de los HAstV esta compuesto por
6.813 nucleotidos (nt) organizados en tres ORFs, don-
de el ORF1la codifica para una proteasa, el ORF1b
para la polimerasa y el ORF2 localizado en el extre-
mo 3’ del genoma, se sobrepone con el ORF 1b, codi-
fica para la proteina precursora de la capside y se
presenta adicionalmente como RNA subgendémico.

Debido a la poca inmunogenicidad de la proteina
de la capside, ha sido dificil producir anticuerpos
monoclonales ttiles en técnicas diagndsticas y de
serotipificacion, y es por eso que la clasificacion viral
esta basada en el genotipo que se asocia de manera
clara con el serotipo (7-10).

Dentro del ORF 2 a nivel de los nt 258 a 606, exis-
te una region de 348 pb que corresponde al 15% del
total del ORF 2 y que ha sido cominmente utilizada
para los estudios de clasificacion viral. Esta region se
amplifica con la técnica de RT-PCR con los

amplimeros Mon 244 y Mon 245 que fueron utiliza-

dos en este trabajo en donde ademas se realiz6 una
secuenciacion y se dio paso a los estudios de simili-
tud filogenética (4).

Conocer el comportamiento epidemiologico de un
virus en una poblacion es el primer paso para elabo-
rar estrategias de prevencion y control. El objetivo
de este trabajo fue reunir los resultados que con res-
pecto a HAstV se han realizado en los ultimos afios
en el pais y presentar un reporte del comportamiento
de este virus que ha sido poco valorado debido al pro-
ceso autolimitado de la infeccidén que causa y a la

baja prevalencia reportada en otros paises

Materiales y métodos

Muestras: A partir de 1996 se han recolectado un
total de 1147 muestras diarreicas de nifios menores
de 5 afios que ingresaron por consulta externa a cen-
tros asistenciales de las ciudades de Bogota,
Cartagena, Quibdo y Facatativa. Las muestras fue-
ron recolectadas en los laboratorios de la region don-
de ademas se les realizd examen coproldgico y
coproscopico.

Los requisitos de inclusion para las muestras al
estudio fueron: que pertenecieran a nifio menor de
cinco afios, que presentaran diarrea (evacuacion de
treo o mas deposiciones acuosas o liquidas), que la
cantidad de muestra fuera suficiente para realizarle
la determinacion de este y otros agentes patdogenos y
que fuera llenado un formato con sus datos y el con-
sentimiento informado donde la madre o acudiente
diera permiso para realizarle a la materia fecal del
nifio algunas pruebas distintas al coproscopico

Una vez recolectada la muestra, fue alicuotada,
enviada al laboratorio de Virologia de la Universidad
Javeriana y almacenada a —20°C hasta su utilizacion.

Determinacion de la presencia de Astrovirus por
ELISA: Las 1147 muestras fueron procesadas de
acuerdo a las instrucciones del estuche comercial
(DAKO USA ) el cual tiene fijo a su fase solida un
anticuerpo que captura la particula viral presente en la

materia fecal. La reaccidén antigeno anticuerpo es
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detectada mediante un segundo anticuerpo dirigido
contra el virus y conjugado a peroxidasa cuya presencia
es revelada con su correspondiente sustrato. La lectura
se realizé en un equipo Multiskan MCC/340

Tipificacion viral: Para confirmar la presencia viral
y obtener el segmento a secuenciar, los ARNs de las
muestras positivas por ELISA, fueron extraidos a
partir 20% de materia fecal diluida en PBS 1X
mediante los sistemas de Trizol R (GIBCO) y QIA
Amp Viral Kit (Qiagen, Hilden, Germany). La
amplificacién por RT-PCR se realizé con los
amplimeros Mon244 y Mon 245, utilizando el protocolo
descrito por Noel y col [4]. La genotipificacion fue
hecha directamente de la secuencia del producto de
PCR con el método ABI Prism Big Dye Terminator
Cycle sequencing Ready Reaction kit (perkin-Elmer
Biosystems) en un secuenciador automatico (modelo
373* DNA Sequencing System, PE Biosystems) y se
realiz6 en los laboratorios de Virologia CMBC, IVIC
en Venezuela, en el laboratorio de Virologia y Servicio
de Pediatria, Hospital de Nifios, Facultad de Medicina
y Farmacia, Dijon, Paris, Francia y en el laboratorio
de Virologia del Departamento de Microbiologia,
Instituto de ciencias biomédicas de la Universidad de
San Pablo, Brasil.
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Andlisis del comportamiento filogenético de las
cepas colombianas: Las secuencias obtenidas fueron
alineadas con el programa FASTA (www.infobiogen.fr)
y comparadas con las secuencias de cepas previamente
reportadas en el Genbank, adicionalmente se estudio
su similaridad mediante el programa ClustalW [11].
Empleando el programa Mega 3.0 se obtuvo una matriz
binaria que fue analizada por el método filogenético
Neighbor joining (NJ) para estimar la filogenia
generandose dendrogramas a los que se les aplicé un
soporte (bootstrap) de 550 repeticiones. De esta
manera se logro visualizar el comportamiento de las
cepas colombianas entre si y se compararon con
algunas cepas extranjeras escogidas al azar utilizadas

como referencia.

Resultados

Entre Abril de 1996 y Mayo del 2002 fueron
recolectadas 1147 muestras diarreicas de nifios menores
de 5 afios que consultaron por EDA al servicio unidades
de consulta externa de 4 regiones colombianas. A la
totalidad de las muestras se les determiné la presencia
de HAstV por ELISA encontrandose una prevalencia
2.8% (Tabla 1). Bogota fue la region donde mas HAstV
se encontré con un 4.7% de prevalencia y Quibdo la de

menor prevalencia con un 1.3%.

Tabla 1. Distribucion de los HAstV en Colombia desde 1996 hasta el 2002. Por edad y por sexo: Distribuciéon de las muestras positivas de
acuerdo a rangos de edad distribuida por meses (0-3, 4-6, 7-12, 13-24, 25-36, 37-48 y 49-60 meses).

Ciudad Fecha n | Positivas| % | Poredad Por sexo Cepas
(meses) | Masc/Fem % | tipificadas

Bogota 1996-99 | 251 11 4.7 7-48 41/58 8
Facatativa 1999-00 | 300 8 2.1 0-48 62.5/37.5 9
Cartagena 2001-03 | 137 4 2.9 7-12 50750 1
Quibdo 2001-03 | 221 3 13 0-36 66/33
Facatativa 2001-03 | 238 B 2.5 0-48 33/66

TOTAL 1147 32 2.82 50.5/49.5 14

n: nimero de muestras recolectadas. %: Porcentaje de muestras positivas para HAstV .
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Tabla 2: Registro de las 14 cepas secuenciadas y tipificadas en Colombia. Tipo: serotipo viral. Fecha: Afio de recoleccion de la muestra.

Lugar: Ciudad o Municipio donde se recolectd la muestra.

Mombre |tipo | Ndmeroen | Fecha @ Lugar | Nombre | Tipo | MNimeroen | Fecha  Lugar
Genbank Genbank

COL509 |1 AF211958 113 4 DQ157435

COL526 |1 AF211350 114 4 DQ157436

COL505 |3 AF211960 115 4 DQ157437

COLesd 2 AF211961 1996 | Bogota 116 5 DQ157439 1999 | Facatativa

COL54g |2 AF211962 117 5 DOST440

COLE73 |1 AF211963 359 1 DQ157438 | 2002 | Cartagena

COoLs03 |1 AF211956

COL418 |1 AF211957

Al realizar el estudio descriptivo para determinar en
que edad y si HAstV aparecia en nifios de sexo mascu-
lino o femenino, se observo que la infeccion prevalece
en nifios entre los 7 y los 48 meses (con mayor preva-
lencia entre 7 y 24 meses) sin que esto haya tenido un
resultado estadisticamente significativo (valores de p ma-
yores a 0,05). Con respecto al género al cual pertene-
cen los nifios, se observd que da de igual manera en
nifios de género masculino que femenino. La tabla 2 se
realizé para determinar la procedencia y el afio en el
cual se obtuvo cada cepa y relacionarlo con el resultado

del comportamiento filogenético por NJ.

Del niimero total de muestras positivas, solo 14 pudieron
ser tipificadas obteniéndose 5 cepas serotipo 1, 3 muestras
serotipo 2, 1 muestra serotipo 3, 3 muestras serotipo 4y 2
muestras serotipo 5. Para encontrar las similitudes
filogenéticas se realizaron dos arboles mediante el método
algoritmico de NJ, los cuales aparecen en las figuras 1 y
2. La figura 1 muestra el comportamiento de las cepas
Colombianas con sus correspondientes serotipos y en la
figura 2 se incluy6 una cepa externa escogida al azar con
el objeto de evidenciar su capacidad de apareamiento con

las cepas colombianas.
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Figura 1. Arbol filogenético de HAstV aislados de pacientes colombianos, obtenidos desde 1996. Elaborado con el método NJ, con

“bootstrap” de 550 repeticiones.
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Figura 2. Arbol filogenético de HAstV aislados de pacientes colombianos y de cepas de referencia de HAstV aislados fuera de Colombia
obtenidos desde 1996. Elaborado con el método NJ, con “bootstrap” de 550 repeticiones.

Discusion

Los HAstV son virus causantes de diarrea, muy poco
estudiados en Colombia por su bajo impacto en pedia-
tria. Al tratar de dilucidar las causas de las diarreas en
paises en vias de desarrollo como Colombia se deben
buscar primero los Rotavirus del grupo A, en segundo
lugar los Norovirus que han sido reportados como cau-
santes de endémias y por ultimo, (12) otras especies
virales como los HAstV y los Adenovirus entéricos.
Cuando se evaluan los HAstV, se detectan prevalencias
muy bajas que no alcanzan a elevar el porcentaje de las
diarreas diagnosticadas en un tipo de poblaciones como
la nuestra (13-17).

En este estudio se ha demostrado que las prevalencias
mundiales son las mismas encontradas en Colombia, no
importando la zona geografica de donde provenga el
menor. Un 2,8% de prevalencia a nivel nacional

demuestra que este porcentaje se acerca a la prevalencia

mas baja reportada en los paises desarrollados que es
del 2% (18, 19).

Con respecto a la edad, se sabe que la lactancia es
una época de inmunidad a muchos agentes patdgenos
debido a los anticuerpos maternos obtenidos de la ma-
dre (20). Una vez terminada esta etapa, el infante inicia
el proceso de reaccion a los agentes patogenos, sin mu-
cho éxito protectivo, lo que aumenta la posibilidad de
infeccion por HAstV, como lo demuestran los resulta-
dos descritos en la tabla 1. El sistema inmune pasa unos
afios de “ataque” por varios patdgenos donde los nifios
(entre 7 meses y 3 afios) tienden a infectarse mas que
los nifios en edad escolar.

Algunos autores han propuesto que los nifios son mas
propensos que las nifias a la contaminacion por HAstV;
sin embargo en este estudio no se encontraron diferen-

cias significativas en relacion al género o al estrato
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socioeconomico, indicando que estas variables no influ-
yen en el desarrollo EDA de etiologia viral (21).

Los HAstV tipo 1 han sido los mas frecuentemente
reportados causando EDA (7), sin embargo, los
resultados obtenidos en Colombia muestran que los tipos
del 1 al 5 aparecen y desaparecen si mantener un
comportamiento epidemioldgico predecible o ciclico. En
la tabla 2 se observa que el serotipo 1 prevalecid entre
los afios 1996 al 1999 lo cual cambi6 de tal manera que
en el afo 1999 desaparecié y aparecieron los serotipos
4 y el 5 (ausentes en los afios anteriores). Para el afio
2002, reaparece el serotipo 1 pero al observar su
comportamiento en el arbol filogenético, se aprecia una
distancia filogenética que es proporcional al numero de
mutaciones que ha sufrido el ancestro, separandose
genéticamente de las cepas reportadas en el siglo
anterior. Esta variabilidad viral ha sido descrita por varios
autores quienes consideran que la ausencia de
mecanismos reparadores en la sintesis de RNA por falta
de una RNA polimerasa reparadora, es el motivo de
hipermutaciones, unos de los mecanismos evolutivos
responsables de estas variaciones y de la aparicion de
nuevas cepas o serotipos (22).

La tarea de la filogenia molecular es convertir infor-
macion de secuencias en arboles que demuestren evo-
lucion. NJ es in método de inferencia utilizado para for-
mar grupos basado en algoritmos matematicos que re-
vierten la informacion en relaciones de similaridad entre
las cepas

En la figura 1 se observa como los HAstV
colombianos de cada serotipo se agrupan de manera
conservada. Las cepas 418, 526 y 509 poseen secuencias
de nt idénticas mientras que la cepa 503, recolectada en
el mismo periodo de tiempo, posee alteraciones en la
secuencia nucleotidica que genera la apertura de la rama.
La cepa 359 fue recolectada varios anos después y en
lugar distante (Cartagena) y presenta varias mutaciones
que generan una mayor apertura del arbol, mostrando
divergencia entre las cepas serotipo 1 de HAstV en
Colombia. Algunos autores han propuesto que la

variacion en esta cepa alcanza una distancia filogenética

que justificaria la aparicion de un subtipo viral, lo que
aln esta en estudio.

Las tres cepas del serotipo 4 fueron recolectadas en
la misma region y en el mismo periodo de tiempo y por
su comportamiento filogenético podria pensarse que es
la misma cepa. El comportamiento de los serotipos 2y 5
fue bastante similar al 4; en relacion a la cepa del serotipo
3 no se encontro otra muestra para realizar comparacion.

La figura 2 trata de completar el conocimiento ante-
rior comparando las cepas colombianas con cepas de
referencia extranjeras obtenidas del Genbank. Los re-
sultados en los casos de los serotipos 2, 4 y 3 muestran
que en otros paises, existe un nimero mayor de varia-
ciones, lo cual no sucedid con las cepas de los serotipos
1 y 5; grupos colombianos en los cuales las cepas ex-

tranjeras quedaron inmersas.

Conclusiones

En Colombia los HAstV no poseen comportamien-
tos epidemiolodgicos distintos a los reportados en otros
paises lo cual no significa que puedan ser excluidos cuan-
do se buscan los agentes etioldgicos de la EDA. Por
otro lado se demostro6 que las cepas colombianas no han
sufrido cambios evolutivos que les permitan distanciar-
se de cepas de otros paises lo que permite inferir que si
bien no existen enzimas reparadoras que mantengan la
estabilidad de la secuencia de nucledtidos, el genoma
viral se mantiene muy estable tanto con el paso del tiem-
po como con el cambio de lugar.
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