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RESUMEN

Los astrovims de humano (AstH) se encuentran entre los principales agentes

de diarrea viral infantil ocupando el segundo lugar en importancia médica, después

de los rotavirus En el presente trabajo se evaluó la pievalencia de estos virus en

niños mexicanos, con y sin diairea, provenientes de cinco ciudades: Monterrey,

Mérida, Tlaxcala, San Luis Potosí y la Ciudad de México,, Durante el periodo

evaluado, de octubre de 1994 a marzo de 1995, los AstH se encontraron presentes en

las cinco localidades, con una pievalencia general del 5.4% en los niños con diairea y

del 2,5% en los niños sin diarrea,,

Los AstH se han clasificado en ocho serotipos diferentes: AstH-1 a 8, que

correlacionan enteramente con los ocho grupos génicos (genotipos) determinados en

base a una región de 348 pb del extremo 51 del ORF2,. El serotipo 1 está considerado

como el serotipo de mayor pievalencia y distribución geográfica en el mundo En el

presente estudio, se detectó la presencia de seis (AstH-1 a 4, 6 y 8) genotipos de

AstH, deteiminados en base a una región de 183 pb del extremo 3' del ORF2 Se

observó que la pievalencia de cada uno de ellos varió de una región a otra Los

genotipos 1 y 3 fueion los más prevalentes, aunque no se detectaron en todas las

regiones estudiadas,, A estos genotipos les siguieron, en pievalencia, los genotipos 2

y 4, el genotipo 8 y, finalmente, el genotipo 6 Sobresale la presencia del genotipo 8,

cuyo respectivo serotipo (HAst-8) está considerado como raro,, Los virus de

genotipo 8 se encontraron presentes en la ciudad de Mérida con una prevalencia del

40%,



Dado el interés que existe en nuestro laboratorio por1 el estudio de la biología

molecular de los astrovirus, se aisló en una línea celular, CaCo-2, una cepa de AstH

que fue denominada Yuc-8.. La caracterización molecular de su genoma mostró que

éste está constituido por 6759 bases, seguidas por una cola de poli(A); tiene en sus

extremos 5' y 3 ' regiones no traducidas de 83 y 85 nucleótidos, respectivamente; y,

está organizado en tres marcos de lectura abierta (ORFs): el ORF la que codifica

para la proteasa viral; el ORF Ib que codifica pata la polimetasa vital; y, el ORF 2

que codifica para el precursor (VP90) de las proteínas estructurales del virus,. El

genoma de Yuc-8 tiene la organización genómica característica de los miembros de la

Familia Astroviridae

La comparación de las secuencias de los precursores de las proteínas no

estructurales de Yuc-8 con las secuencias respectivas existentes de otros AstH,

mostró que la poliproteína del ORF la carece de 15 aminoácidos en su extremo

carboxilo terminal,, Esta ausencia de 15 aminoácidos se ha asociado con la

adaptación de los AstH a su cultivo en líneas celulares diferentes a la de CaCo-2

La comparación de la secuencia de la poliproteína VP90 de Yuc-8 con las

secuencias existentes de los precursores de las proteínas estructurales de los diversos

serotipos de AstH, mostró que Yuc-8 es un AstH de serotipo 8,, Además, se observó

que la región amino terminal (residuos 1 a 415) de esta poliproteína está muy

conservada (> 81% de identidad) entre los diferentes serotipos de AstH, mientras que

laregión carboxilo terminal (residuos 416 a 782) es muy variable (de 36 a 60% de

identidad),, Los árboles filogenéticos, generados por separado, de estos dos dominios



son diferentes, por lo cual, es probable que la poliproteína VP90 se encuentre sujeta a

una presión selectiva diferencial

Por otro lado, se participó también en la caracterización de la vía del

procesamiento de la poliproteína VP90 de Yuc-8, Se encontró que esta poliproteína

se procesa intracelularmente, en su extremo carboxilo terminal, para dar1 origen a la

proteína VP70 Esta última, al ser tratada con tripsina, da origen a las proteínas VP41

y VP28 que corresponden a los extremos amino y carboxilo terminales,

respectivamente, de VP70 A partir de las proteínas VP41 y VP28 se originan las

proteínas VP34, VP27 y VP25 que, al parecer, son los productos finales del

procesamiento de VP90 y se encuentran presentes en los viiiones maduros.,



SUMMARY

Human Astroviiuses (HAstV) are the second most impoitant infantil dianhea

vital agent, after rotaviruses., In the present woik, HAstV prevaelnce was evaluated in

mexican children less than five years oíd with oí without dianhea fiom five cities:

Monterrey, Méiida, Tlaxcala, San Luis Potosí, and México City, It was found that,

fiom October 1994 to March 1995, HAstV were present in all of the five studied

locations showing a prevalence rate of 5 4 and 2,5% in childten with oí without

diaiihea, respectively,

HAstV have been classified in eight different serotypes (serotypes 1 to 8)

wich enterely coirelate with the eight established genetic groups (genotypes) that

have been deteiminated using a 348bp ORF2 región, Serotype 1 the most prevalent

and wide disüibuted around the woild,, In this study, theie weie identified six

different (1 to 4, 6 and 8) genotypes,, It was obseived that HAstV genotype

prevalence vaiied fiom one región to anothei,, Genotypes 1 and 3 were the most

pievalent found genotypes even though they were not present in all the studied

locations, followed by genotypes 2 and 4, genotype 8, and finally genotype 6,, The

presence genotype 8 which conesponding serotype is HAstV-8 is considered as a

rare type stands out. Genotype 8 HAstV were found in the región of Merida, Yuc,

with a prevalence tate of 40%

Given that theie is a great inteiest in oui laboratoiy to study the molecular

biology of HAstV, theie was isolated one HAstV süain which was named Yuc-8,, The

molecular chaiacterization of its genome showed that it contains 6759 bases,



followed by a poly(A) tail; ithas 5' and V end non translated regions of 83 and 85

nucleotides, respectively; it is oiganized inío three open reading ñames (ORFs):

ORF la which codifíes for the vital proíease; ORF Ib which codifíes for the vital

polymerase; and ORF 2 which codifies for the structural pioteins precursor (VP90),

The Yuc-8 genome shows the typical genomic oiganization of the Family

Astroviridae,

Sequence compaiison analysis of Yuc-8 ORFs la and Ib región sequence

with the four existent HAstV sequences showed that ORF la polyprotein has a 15

amino acid deletion within its caiboxi teiminus, which has been associated with

HAstV adaptation to giow in cells othei than Caco-2.

Sequence compaiison analysis of Yuc-8 VP90 polypiotein with reported

structuial pioteins precursos sequences for the difíérent serotypes, showed that Yuc-

8 is a seroype 8 HAstV,. It was also obseived that VP90 amino-teiminal domain

(residues 1 to 415) is highly conseived (> 81 % identity) among the diffeient HAstV

serotypes, while VP90 carboxy-terminal domain (residues 416 to 782) is highly

variable (identities between 36 and 60 %), The phylogenetic tiees of these domains,

which were geneíated sepaiately, are non-superimposable suggesting that a

differential selection pressuie is exeited along the VP90 polypiotein

On the othei hand, in this work it is also shown the paiticipation in the study

of Yuc-8 VP90 polypiotein proteolytic processing,, It was found that VP90 is cleaved

inüacellulaily at its caiboxy teiminus to yield a protein of 70 kDa (VP70), When

VP70 is treated with tiypsin it is processed to yield the pioteins VP41 and VP28



which represent the VP70 amino and caiboxy terminus, respectively,, Afterwards,

VP41 and VP28 are cleaved to yield proteins VP34, VP27 and VP25 which seem to

be the final producís of VP90 proteolytic piocessing and are present in mature

viruses,,



INTRODUCCIÓN

La diairea vital ocune en todo el mundo afectando principalmente a niños

menores de cinco años de edad Entre los principales agentes etiológicos de esta

enfermedad se encuentran los adenovirus entéricos de serotipo 40 y 41 (AdH), los

astrovirus (AstH), los caliciviius (CaH) y los rotavirus (RvH) de humano.

Los AstH están considerados como una causa frecuente de diairea infantil en

todo el mundo y ocupan el segundo lugar en importancia médica, después de los

rotavirus (16,17,48,60),

Los AstH fueron asociados por primera vez con la diarrea infantil en 1975,

durante un estudio en el que se analizaron, por microscopía electrónica, muestras de

heces provenientes de neonatos con diarrea (1) Al analizar la morfología de las

partículas virales, de aproximadamente 27 nm de diámetro, se obseivó que algunas de

ellas presentaban una morfología de estrella de cinco o seis picos (Fig,, 1) por lo cual

se les dio el nombre de astrovirus (35)



* * •

Fig,, 1,, AstH, de una muestra de heces, vistos poi
microscopía electrónica, La baira corresponde a 100 nm
(38),

El aislamiento de los AstH no fiie inmediato a su descubrimiento Tuvieron

que pasar algunos años para que los investigadores Lee, T..W. y Kurtz, I. B lograran

cultivarlos (29),, Estos agentes virales se aislaron originalmente en células primarias

de riñon de embrión de humano (HEK), después de lo cual se adaptaron a crecer en

la línea celular LLCMK2 - células de riñon de mono rhesus Durante este proceso, se

demostró que la presencia de tripsina en el medio de cultivo es indispensable para

mantener la replicación productiva del virus (29). Aproximadamente diez años

después, en 1990, se demostró que la línea celular CaCo-2, derivada de células de

carcinoma de colon de humano, es susceptible a la infección por AstH provenientes

de muestras de heces y que en ella es posible cultivarlos (73),
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Recientemente, en un estudio de análisis estructural en el que se utilizó la

ciiomicroscopía electrónica, se detectaron algunas características únicas de la

superficie de los AstH que no se habían podido apreciar en las imágenes obtenidas

por microscopía electrónica Las imágenes de AstH purificados, a partir de un cultivo

celular infectado con estos virus, mostraron partículas esféricas de tamaño uniforme

con unas espículas en la superficie claramente visibles,, La reconstrucción

tridimensional de estas imágenes mostró una superficie de apariencia sólida y

ligeramente ondulada, con un diámetro de 330 A sobre la cual se proyectan,

aproximadamente a 50 A de la superficie, 30 espículas (Fig.. 2) (39),

Fig,2., Imagen de una paitícula de AstH obtenida por
ciiomicroscopía electrónica (39)

10
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Los AstH son partículas formadas por una capa de proteínas dentro de la cual

se encuentra envuelto el genoma viral, constituido por1 una molécula de ácido

ribonucleico (RNA) (38).

Estos vims fueron clasificados, en 1993, en una nueva Familia: Astroviridae,

la cual comprende únicamente al género Astrovirus,, Dentro de este género se

incluyen, además de los AstH, los astrovirus aislados de otras especies animales (45,

58):

Familia:

Astroviridae

Género:

Astrovirus

Astrovirus conocidos:

Astrovirus de humano

Astrovirus de bovino

Astrovirus de felino

Astrovirus de pato

Astrovirus de ovino

Astrovirus de porcino

Astrovirus de pavo

11
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1. Genoma y proteínas de los AstH

El genoma de los AstH está constituido por una molécula de RNA de cadena

sencilla de polaridad positiva (Fig,, 3A). La longitud de los genomas de AstH varía

entre 6771 y 8815 nucleótidos, dependiendo de la cepa de AstH analizada, En el

banco de genes GenBank se encuentran reportadas las secuencias completas de los

genomas de cinco cepas de AstH (Números de acceso: L23513, Z25771, L13745,

AF141381, AF260508), la última de las cuales íue reportada por nuestro laboratorio

(ver más adelante artículo II)

El genoma de los AstH está organizado en tres marcos de lectura abierta

(ORFs): la, Ib y 2,, En su extremo 5' contiene una región no traducida de

aproximadamente 86 nucleótidos y en su extremo 3' una de aproximadamente 85

nucleótidos (la longitud de las legiones no traducidas varía ligeramente de una cepa a

otra) a la cual le sigue una región de poli(A) (Fig. 3B) (21, 71)..

Los ORFs la y Ib codifican para las proteínas no estructurales del virus. En

el ORF la se encuentra codificada la proteasa viral (Pro) y existe una región

codificadora para una posible señal de localización nuclear (SLN), mientras que en el

ORF Ib se encuentran motivos de polimerasa viral de RNA dependiente de RNA

(Pol) (21,71). Los ORFs la y Ib se sobrelapan por 70 nucleótidos; en esta región

se encuentra una señal de cambio de marco de lectura ribosomal de -1 (Fig 3B),

constituida por un heptámero de deslizamiento (AAA AAA C) comente abajo del

cual se encuentran secuencias capaces de formar una estructura de tallo-asa (32-34,

37).. La expresión de estos dos ORFs se da a partir del RNA genómico, que funciona

12
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como RNA mensajero para la traducción de las proteínas codificadas en ellos El

producto de la traducción del ORF la es una polipioteína de aproximadamente 108

kDa (Fig 3C) (21, 70), El ORF Ib se traduce, únicamente cuando se da el cambio de

marco de lectura ribosomal de -1, como una poliproteína de fusión, de

aproximadamente 169 kDa, que abarca tanto al producto del ORF la como al del

ORF Ib (Fig, 3C) (21, 70),

A) RNAs de los AstH

RNA genómico

5 . ^ ^ ^ — • . AAA ,-3
] 68!3nt

RNA subgenómico

4373 6813 nt

B) Organización del genoma
ORF Ib (1557 nt)

RNT (86 DI) O R F l a ( 2 8 0 5 n [ ) | 1 ORF 2 (2358 nt) Km <is nl>
\ * . ; . ^

5 •< I L _ H AAA n-3

C) Productos de la traducción de los ORFs

108 kDa
Pro SIN

Pro SIN Pol
86-90 kDa

Fig. 3. Genoma de los AstH (en base a la secuencia de la cepa Newcastle de AstH-
1) A) RNA genómico y subgenómico de los AstH, B) Organización del genoma ds
los AstH El genoma se encuentra dividido en tres marcos de lectura abierta (ORFs
la, Ib y 2), contiene dos regiones no traducidas (RNT) localizadas en los extremos
5' y 3' (indicadas con flechas) y una región de poli(A) en el extremo 3 ' El asterisco
(*) en el extremo 3' del ORF la indica la región de cambio de marco de lectura
ribosomal C) Productos de la traducción de los ORFs la, Ib y 2 Las regiones
señaladas con rectángulos obscuros dentro de las poliproteínas indican la localización
de los diferentes motivos en ellas encontrados: proteasa de serina de tipo 3C (Pro),
señal de localización nuclear (SLN), polimerasa viral (Pol)

13
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Hacia el extremo 3' del RNA genómico se localiza el ORF 2 cuya longitud

varía, de 2 313 a 2 388 nucleótidos, dependiendo de la cepa analizada (68), Este ORF

codifica pata el precursor de las proteínas estructurales de los AstH y se expresa a

través de un RNA subgenómico (46), que se sintetiza durante la infección de las

células por AstH, dando lugar a una poliproteína de 86-90 kDa (Fig 3A-C) (31, 72)..

La poliproteína del ORF 2 consta de aproximadamente 790 residuos de

aminoácidos Su extremo amino teiminaí (residuos 1 a 415) se encuentra muy

conservado (> 81% de identidad) entre los diversos serotipos de AstH, mientras que

su extremo carboxüo terminal (del residuo 416 en adelante) es muy variable (< 40%

de identidad) (Fig 4) (74)..

***************************** CQQH

1 415/416 782

>81% de identidad < 40% de identidad

Big.,4, Representación de las regiones conservada y variable de la poliproteína del ORP 2 ds
los AstH Numeración de acuerdo a la poliptoteína del ORP 2 de la cepa Yuc-8 (No, ds
acceso: AF260508)

Esta poliproteína se procesa proteolíticamente para dar origen a las proteínas

estructurales de los AstH (3,61) Se ha reportado que su primer corte ocuire, dentro

de la célula huésped, en su extremo amino terminal (Lys71) dando como resultado la

aparición de una proteína de 79 kDa,, Esta proteína de 79 kDa es, al parecer, el

producto final que se incorpora en los viriones antes de su salida al exterior1 de la

14
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célula (3),. En los viius purificados y tratados con tripsina se ha encontrado, de

maneía consistente, la presencia de tres proteínas de aproximadamente 34, 29 y 26

kDa (VP34, VP29 y VP26, respectivamente) (3, 61).. Las proteínas VP29 y VP26, de

una cepa de AstH-2, se generan por el corte de la poliproteína del 0RF2 en los

residuos de argmina 361 y 395, respectivamente (61), A pesar del avance en el

conocimiento sobre los AstH, se ignora aún cuántas proteínas conforman a estos

virus y cuál es la vía del procesamiento de su precursor

2. Serotipos y genotipos de los AstH

La diversidad serotípica de los viius se establece de acuerdo a los antígenos

vitales, capaces de inducir la respuesta inmune de anticuerpos neutralizantes en el

organismo infectado,, Los serotipos (tipos antigénicos) de los AstH se han definido

históricamente a partir de diversos ensayos inmunológicos, como son la

inmunomicroscopía electrónica, los ensayos inmunoenzimáticos (EIA) específicos de

serotipo, los ensayos de inmunofluorescencia de células infectadas y los ensayos de

neutralización (24, 28, 52), Los antisueros de conejo específicos de serotipo,

generados por los Doctores John Kurtz y Teriy Lee en el laboratorio de Salud

Pública de Oxford, Reino Unido, se han utilizado como reactivos de referencia para

la mayoría de los diferentes ensayos (25, 28), Se han caracterizado por completo

ocho serotipos de AstH (24,28, 64)

15
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Serotipos de AstH:

AstH-1

AstH-2

AstH-3

AstH-4

AstH-5

AstH-6

AstH-7

AstH-8

Con el desarrollo de los ensayos de la reacción en cadena de la polimerasa

acoplada a la transcripción reversa (RT-PCR), surgió la posibilidad de tipificar a las

cepas de AstH mediante el análisis comparativo de la información de la secuencia

nucleotídica. La utilidad de este enfoque surgió cuando se demostró que los tipos

génicos (genotipos) de AstH, determinados en base al análisis filogenético de las

secuencias, tanto a nivel de nucleótídos como de aminoácidos, de una región del

dominio amino terminal del ORF 2, correlacionan precisamente con los tipos

antigénicos de AstH, determinados por EIAs específicos de serotipo (52),

Posteriormente, se determinó que también los genotipos de AstH, determinados en

base al análisis filogenético de una región del extremo carboxilo terminal del ORF 2,

correlacionan enteramente con sus respectivos tipos antigénicos (44),, Así, al

determinar el genotipo de los AstH, en base a las secuencias del ORF2, se puede

inferir su serotipo correspondiente,

16
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3. Patología

La enfermedad ocasionada por los AstH es, en general, una diairea de

severidad mediana, Esta enfermedad se presenta con vómito, fiebre, anorrexia y, en

algunos casos, con deshidratación severa, La duración de los síntomas clínicos es, en

promedio, de 5 a 7 días pero puede prolongarse por periodos de hasta un mes o más

(16, 38),

Los astrovirus de bovino no causan diarrea. Sin embargo, estos virus son

capaces de infectar las células M del intestino delgado que cubren las placas de

Peyer (75),, En los borregos, que presentan diarrea de manera similar a los humanos,

se ha encontrado al virus replicándose en los enterocitos maduros en las puntas de

las veílocidades del intestino delgado,

4. Epidemiología de los AstH

La caracterización del comportamiento epidemiológico de los AstH ha sido

relativamente lenta, Desde el año de su descubrimiento (1975) hasta principios de los

años 90 la única técnica disponible para la detección de estos virus en muestras

clínicas fue la microscopía electrónica que, a pesar de ser muy valiosa, resulta poco

útil para el diagnóstico de los AstH en estudios epidemiológicos amplios,, Los

avances en el conocimiento de los AstH, particularmente su aislamiento en cultivo de

células y la secuenciación de su genoma completo, han hecho posible la obtención de
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herramientas moleculares sensibles y específicas para su detección Actualmente, los

métodos más utilizados para el diagnóstico de los AstH durante los estudios

epidemiológicos son los EIAs y la RT-PCR (17, 36,48, 52, 60)

Los AstH afectan del 2% al 16% de los niños con dianea (sintomáticos)

hospitalizados (9,14, 55, 57, 62, 65) y del 7,6% al 17% de los niños sintomáticos de

las comunidades estudiadas (10, 36, 56),.

En algunos estudios recientes, realizados en diferentes paites del mundo

(China, Chile, Francia, Finlandia), se investigaron las causas de la diarrea infantil

tanto en niños que, por la severidad de la misma, solicitaron ayuda médica y/o fueron

hospitalizados, como en niños de la comunidad (9, 14, 57, 63) En estos estudios se

definió el papel de los principales agentes virales (rotavirus, calicivirus, astrovirus y

adenoviius 40/41) en esta enfermedad

El estudio realizado en China (57) se llevó a cabo, durante el periodo de

Noviembre de 1994 a Agosto de 1996, en niños menores de cinco años de edad

hospitalizados por diarrea severa en Beijin En las muestras de heces se determinó la

presencia de los rotavirus (RT-PCR), calicivirus (RT-PCR), astrovirus (microscopía

electrónica) y adenovirus (microscopía electrónica) y se encontró que los AstH

fueron el segundo agente viral más común, después de los rotavirus, encontrándose

presentes en el 8% de los niños hospitalizados.

En Chile, la frecuencia de la infección por astovirus se determinó, por EIA y

RT-PCR, en niños con diarrea que fueron atendidos en unidades de emergencia y en

18



19

niños hospitalizados por dianea aguda,, La presencia de los AstH se identificó en el

15% y 6% de las muestras negativas y positivas pata RvH, respectivamente, de los

niños atendidos en las unidades de emergencia; y, en el 20% y 8% de las muestras

positivas y negativas para RvH, respectivamente, de los niños hospitalizados (14),, En

Finlandia (56), los AstH fueron detectados por RT-PCR en el 9% de los episodios

de dianea infantil severa mientras que en Francia, por EIA y RT-PCR, en el 6.3%

(9).

En Bangkok, Tailandia, los AstH fueron identificados por EIA con una

prevalencia del 8,6% en los niños menores de cinco años de edad que fueron

atendidos en clínicas de consulta externa (19).,

En Melbourne, Australia, durante un periodo de cuatro años, se encontró por

hibridización por Nothern que, en general, la prevalencia de AstH en niños

hospitalizados con diarrea severa fue del 3,0 %,, Sin embargo, ésta varió de un año a

otro desde 1..4 hasta 4.4 % (48, 55),

En un estudio realizado en Japón, se evaluó la prevalencia de AstH (RT-

PCR) en niños que fueron hospitalizados por diarrea severa, en cinco regiones

localizadas a lo largo del país, La prevalencia total de estos virus fue del 5,9%,

variando desde un 0 5% en el sudoeste (Kurume) hasta un 104% en el noreste

(Sapporo) (60),,

La prevalencia de los AstH en niños de la comunidad abierta se ha

determinado, por EIA, en tres regiones del mundo: Santa María de Jesús, Guatemala,
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donde se encontró que los estos virus estuvieron presentes en el 7.6% de los niños

con diarrea (10); en San Pedro Mártir, D.F., México, donde el 7% de los niños

sintomáticos tuvo infección por AstH (17, 67); y, en Navenchauc, Chiapas, México,

donde el 17% de las diarreas infantiles estuvieron asociadas con AstH (36).

Las infecciones por AstH entre los niños hospitalizados también son

comunes,, Un estudio realizado en Stanford, California, demostró que el 10% de los

niños hospitalizados con diarrea severa presentó infección por AstH y que la mitad

de éstas infecciones fueron nosocómicas (62) Los AstH también se han asociado

con diarrea persistente en niños menores de cinco años de edad (65) y con epidemias

de diarrea en niños localizados en diferentes ambientes, como pabellones pediátricos

(13, 48), guarderías infantiles (30, 41, 43), jardines de niños y escuelas (42), Los

AstH ocasionan también grandes epidemias entre adultos (8, 53) y afectan a

personas inmunocomprometidas (11,12),

En algunos de estos estudios también se evaluó la prevalencia de AstH, en

niños sin diarrea (asintomáticos), menores de cinco años de edad, y se encontró que

esta fue de alrededor del 2,0% (9, 10,19, 65),
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4.2 Prevalencia y distribución geográfica de los diferentes serotipos de

AstH.

La prevalencia y diversidad de los serotipos de AstH se han evaluado en

diversas regiones del mundo (Tabla 1), Los métodos principales que se han utilizado

para la determinación de los serotipos de AstH son los EIAs y/o la RT-PCR con

cebadores específicos para cada uno de los serotipos y/o en combinación con el

análisis de la secuencia de la región del ORF2 amplificada También se han utilizado

tanto la inmunomicroscopía electrónica como la hibridización por Northern (Tabla

i)

El serotipo 1 de AstH, en general, es el serotipo más prevalente y el de mayor

distribución geográfica,, Sin embargo, los estudios prospectivos (con una duración de

2 a 5 años) mostraron que la prevalencia del serotipo 1 varía de una región a otra

(Tabla 1), y dependiendo del año estudiado,, Los serotipos 2, 3 y 4 siguen en

importancia al serotipo 1, Estos serotipos, en algunas regiones como Barcelona

(España) (18), Londres y Oxford (Inglaterra) (28, 51), Ciudad de México, México

(67) y Maizuru, Japón (60), han desplazado al serotipo 1 en determinados años que

varían dependiendo de la región analizada El seiotipo 5 es menos común pero se le

ha detectado en cuatro de los cinco Continentes, mientras que los serotipos 6, 7 y 8

son los más escasos (Tabla 1),,
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Lugar

Australia,
(Melbourne)
(48)

Bangladesh
(65)

Colombia
(Bogotá) (40)

Chile
(Santiago) (14)

Egipto
(Abu Hornos)
(50)

España
(Barcelona)
(18)

EXJA
(Stanford,
Calif) (62)

Inglaterra
(25)

Inglaterra
(Londres) (51)

Inglaterra
(Oxford) (28)

Japón
(Kurume) (60)

Japón
(Maizuru) (60)

Japón
(Osaka)(60)

Japón
(Sapporo) (60)

Japón
(Tokyo)(60)

México (San
Pedro Mártir,
D.F) (67)

Periodo

1995-1998

?

1977-1999

1993-1995
1985-1987

1995-1998

1997-2000

1996-1997

1974-1984

1981-1993

1976-1992

1995-1997

1995-1998

1997-1998

1995-1998

1995-1998

1988-1991

Método

RT-PCR8"1

EIA

RT-PCR8"1

EIA

RT-PCR8"1

RT-PCR8"1

IF/IME

IME/EIA

IF/IME

RT-PCR*2

RT-PCR *'¿

RT-PCR **

RT-PCR **

RT-PCR *"

EIA/
RT-PCR*2

No de
cepas

39

23

10

22

82

49

18

73

125

291

1

50

8

17

6

18

1

77

57

50

58

44

38

83

77

86

65

100

76

75

94

83

10

Serotipos y/o genotipos de AstH
(prevalencia en %)

2

3

9

30

20

4

6

11

5

<1

11

0

0

0

0

0

42

3

0

4

10

0

12

19

6

7

8

9

0

24

0

6

17

13

4

18

17

10

8

5

26

0

6

6

11

0

0

25

0

0

23

5

0

9

0

0

16

0

0

5

0

2

0

0

0

0

0

6

6

0

0

0

0

7

0

0

nd

nd

<1

0

0

0

0

0

nd

7

0

4

0

0

0

0

0

nd

nd

<1

0

0

0

0

0

6

8

3

nd

0

nd

12

11

nd

nd

nd

nd

0

0

0

0

0

nd

Tabla. 1.. Prevalencia de los serotipos AstH en diversas regiones del mundo, EIA - ensayo
inmunoenzimático paia la determinación de los serotipos de AstH; IF - ensayo de rnmunofluorescenda ds
células infectadas para la determinación de los serotipos de AstH; IME - inmunomicroscopía electrónica para
la determinación de los serotipos de AstH; S-1 - amplificación del fragmento correspondiente a la región
conservada del ORF2 (52); S-2 - amplificación del extremo 3' terminal del ORF2; nd - genotipo y/o
serotipo no determinado,
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Como se aprecia en la Tabla 1, el estudio de la diversidad seiotípica de los AstH

ha mostrado que en una misma región pueden circular más de dos serotipos de AstH,

duarante un periodo de tiempo determinado,

En resumen, podemos decir que:

a) Los astrovirus de humano se encuentran ampliamente distribuidos alrededor

del mundo ocasionando, en general, entre un 2 y 10% de las diarreas

infantiles,,

b) La coexistencia de más de un serotipo de AstH en una determinada región

es común,

c) El serotipo de AstH identificado con mayor frecuencia ha sido el 1, sin

embargo, su prevalencia varía de una región a otra y dependiendo del año

estudiado

d) La presencia de AstH en niños sin diairea es común, sin embargo, no

existen datos acerca de los serotipos de AstH presentes en estos niños ni se

ha evaluado si existe alguna asociación entre la presencia o ausencia de

síntomas diarreicos y el seiotipo de AstH presente en ellos,.
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e) La organización del genoma de estos viius es muy particular por lo que se

les clasificó dentro de su propia familia, Astroviridae.

f) Se conoce muy poco acerca del ciclo de replicación de estos virus así como

de las proteínas que forman paite de los viriones maduros,,

24



25

JUSTIFICACIÓN

La dianea viral es una enfermedad que afecta a niños de todo el mundo, la cual

no ha podido ser eficazmente controlada,, Pata establecer métodos de control, es

importante aumentar nuestro conocimiento sobre el comportamiento epidemiológico de

los agentes etiológicos que la ocasionan; su diversidad serotípica y; su biología

molecular,,

Los astrovirus de humano están considerados como el segundo agente

etiológico, después de los rotavirus, de diarrea viral infantil En México, se comenzó a

evaluar recientemente el comportamiento epidemiológico de estos virus,, Sin embargo,

la información con la que se cuenta abarca solamente a dos localidades del país y los

resultados obtenidos difieren uno del otro En nuestro laboratorio se cuenta con una

colección de muestras de heces provenientes de niños menores de cinco años de edad,

que se colectaron en cinco ciudades (Ciudad de México, Tlaxcala, San Luis Potosí,

Mérida y Monterrey) durante un periodo de seis meses,, En esta colección se evaluó, en

un estudio previo, la prevalencia y diversidad serotípica de los rotavirus y ofrece la

posibilidad de utilizarla para identifica! otros agentes virales causantes de diarrea como

los AstH y los adenovirus 40/41

El genoma de los AstH está formado por una molécula de RNA de cadena

sencilla de polaridad positiva y organizado en tres marcos de lectura abierta (ORÍ la,

Ib y 2)., El ORF2 codifica pata la poliproteína precursora de las proteínas estructurales

del virus las cuales se sintetizan a partir de un RNA subgenómico que se produce
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durante la replicación del virus. En general, el conocimiento sobre la biología molecular

de los AstH es escaso,, Se ha establecido la existencia de ocho serotipos de AstH, de

los cuales sólo se conoce la secuencia del genoma completo de tres de ellos (AstH-1, 2

y 3), Se desconoce cuáles son las vías del procesamiento de las polipioteínas virales

(estructurales y no estructurales) que se sintetizan durante una infección y no se ha

podido establecer cuáles son sus productos finales, Para poder ampliar el conocimiento

sobre la biología molecular de estos virus, es necesario contar con una cepa adaptada a

crecer en cultivo de células,,
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OBJETIVOS

1. Estudiar la prevalencia y diversidad genotípica de los astro virus de

humano (AstH) en México durante el periodo de octubre de 1994 a marzo

de 1995.

1 a,, Determinar la prevalencia de AstH en muestras de heces de niños menores

de cinco años de edad con y sin diarrea provenientes de la Ciudad de México, San

Luis Potosí, Tlaxcala, Mérida y Monterrey,,

Ib , Determinar los genotipos de las cepas de AstH identificadas y su

distribución geográfica

1 c, Determinar si existe correlación entre la presencia o ausencia de síntomas

diarreicos y el genotipo de AstH infectante,,

2. Aislar y caracterizar una cepa de AstH representativa de algún genotipo

particular de México.

2 ,a, Aislar en células Caco-2 una cepa de AstH,,

2,.b. Caracterizar molecularmente la cepa aislada
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En ía primera paite del presente trabajo se reportan los resultados de un

estudio epidemiológico en el que se evaluó, durante el periodo comprendido de

octubre de 1994 a marzo de 1995, la prevalencia y diversidad serotípica de los

AstH en niños menores de cinco años de edad, con y sin diairea, provenientes

de cinco localidades de México: Ciudad de México, San Luis Potosí, Tlaxcala,

Mérida y Monterrey,,

En la segunda parte, se muestran los resultados del aislamiento de una cepa

de AstH de genotipo 8 (Yuc-8), obtenida a partir de una muestra de heces

proveniente de un niño de la ciudad de Mérida,, Asimismo, se presentan los

resultados de la caracterización molecular del genoma de Yuc-8.,

Finalmente, como resultados adicionales, se presenta la caracterización

de la vía del procesamiento del precursor de las proteínas estructurales

codificado por el ORF2, de la cepa de AstH Yuc-8,
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MATERIAL Y MÉTODOS

Muestras de heces.

Las muestras de heces se obtuvieron tanto de niños menores de cinco años de edad,

que fueron atendidos en clínicas de consulta externa y/o hospitalizados por1 dianea

severa (niños sintomáticos), como de niños que acudieron a dichos centros de salud

por enfermedades ajenas a esta enfermedad (niños asintomáticos) La recolección se

realizó durante el periodo de octubre de 1994 a marzo de 1995 en cinco ciudades de

México: Monterrey (Mty), Nuevo León; Mérida (Mer), Yucatán; Tlaxcala (Tlx),

Tlaxcala; San Luis Potosí (SLP), San Luis Potosí y la Ciudad de México (DF),

Distrito Federal (47).

Ensayo inmunoenzimático (EIA) para la detección de adenovirus 40/41.

Se utilizó el estuche comercial Adenoclone® - Type 40/41 EIA de Cambridge

Biotech, diseñado para la detección cualitativa de tos adenoviius de humano de

serotípo 40 y 41 en muestras de heces, En este EIA de tipo sandwich, todos los

adenovirus de humano presentes son capturados por anticuerpos monoclonales

dirigidos contra el antígeno específico de grupo, que se encuentran fijos en una

superficie sólida,, Posteriormente, los adenovirus de serotipo 40 y 41 son

reconocidos específicamente por anticuerpos monoclonales acoplados a peroxidasa

(conjugado enzimático) La presencia de estos virus se revela, indirectamente,

mediante la detección del conjugado enzimático con peróxido de urea (sustrato) y
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tetiametilbenzidine (cromógeno),, La interacción de la enzima con su sustrato

(incoloro) hace que este último se vuelva de color azul.

EIA para la detección de astrovirus.

Para la detección de los AstH se utilizó el estuche comercial (IDEIAIM Astrovirus;

Dako), diseñado para la detección cualitativa de los astrovirus en muestras de heces

de humano,, En este EIA de tipo sandwich, el anticuerpo monoclonal dirigido contra

el antígeno de astrovirus específico de grupo, se encuentra fijo en una superficie

sólida Este primer anticuerpo captura al antígeno viral al cual, posteriormente, se le

une de manera específica un segundo anticuerpo policlonal de conejo al que, a su vez,

se pega un tercer anticuerpo acoplado a peroxidasa dirigido contra las IgG de conejo

La presencia de los AstH se revela indirectamente mediante la detección del

conjugado enzimático con un ciomógeno

Tratamiento de las heces para microscopía electrónica.

Se preparó un extracto de heces al 10% en solución salina amortiguada con fosfatos

(PBS) a pH 7,3 y se clarificó por centrifugación a 2000g durante 30 min, El

sobrenadante se centrifugó posteriormente a 106 500 g durante una hora, se eliminó

por decantación y el poso se resuspendió en 100 |xl de agua destilada con 100 jxg/ml

de bacitracina,
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Inmimomictoscopía electrónica.

La inmunomicroscopía electrónica se utilizó paia visualiza: las partículas de

astrovims presentes en las muestras de heces. Esta técnica se realizó de acuerdo a la

metodología descrita por T W Lee y I B Kurtz (28), Sobre un trozo de Parafilm

"M" (American National Can™), se mezclaron 4 ¡_il de una dilución 1:100 de suero

de conejo anti astrovirus (sueros obtenidos por los doctores Lee T..W y Kurtz, I, B

(27) con 4 jil del poso fecal resuspendido. Esta mezcla se incubó en una cámara

húmeda a 35° C por una hora,, 20 min antes de finaliza! la incubación de dicha

mezcla, rejillas cubiertas con carbón se colocaron sobre gotas de proteína A en PBS

(10 ¡il/ml; Sigma) y se incubaron a temperatura ambiente hasta finalizar la

incubación de la mezcla,, Las rejillas se escurrieron, se enjuagaron tres veces con

agua destilada y se colocaron sobre la mezcla de virus con suero específico contra

astrovirus,, Después de 10 min de absorción a temperatura ambiente, las rejillas se

lavaron nuevamente con agua destilada y se tiñeron con ácido túngstico al 1%, Las

rejillas se examinaron en un microscopio electrónico Zeiss EM-900 a 80 kV,,

Extracción del RNA de los AstH.

500 \ú de una suspensión de heces al 10-20% en PBS se extrajeron con 500 |il de

Freon® (fluorotrichloromethane, de Aldrich)., Se recuperó la fase acuosa y se colocó

en un tubo de policarbonato (Beckman, Instruments, Inc.; # de catálogo 343778) en

donde el volumen del líquido se llevó a 3/4 partes del tubo con PBS,, Se centrifugó a
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55,000 ipm, a 4o C, por 40 min (rotor TLA 100.2 y Óptima™ TLX ultracenttifiage,

Beckman, Instruments, Inc..).. Se eliminó el sobrenadeante y el RNA contenido en el

poso se extrajo con 200 jxl de Tnzol® Reagent (Gibco BRL) y 20 \x\ de cloroformo,

Se centrifugó a 14,000 ipm, a 4o C, durante 5 min (centrifugue 5402, Eppendorf), Se

recuperó la fase acuosa, se le adicionó un volumen igual de isopropanol y se incubó

toda la noche a -20° C, Se centrifugó a 14, 000 rpm, a 4o C, durante 5 min, se eliminó

el sobrenadante y el poso se lavó con 500 \ú de etanol absoluto,, Se centrifugó a 14,

000 rpm, a 4o C, durante 5 min, Se eliminó el etanol y el RNA se resuspendió en 10

\ú de agua desionizada estéril,

Iniciadores pata la amplificación del extremo 3' terminal del ORF2.

Nombre

Ast-End

Ast-Beg

Beg-4

Mon-244

Mon-245

Secuencia 51 - 3'

TCC-IAC-TCG-GCG-IGG-CCG-C

ACC-GIG-TAA-CCC-ICC-ICT-C

GGG-CTT-GAG-GAG-GAI-CAA-AC

GGI-GIC-ACA-GGA-CCA-AAA-CC

ITA-GTG-AGC-CAC-CAG-CCA-lC

Posición en el
ORF2 de AstH

(No, de acceso)

2375-2393 nt
(L06802)

2375-2393 nt
(L06802)

1957-1976 nt
(Z33883)

217-236 nt
(L06802)

610-629 nt
(L06802)

Referencia

(59)

(59)

Diseñado en
nuestro

laboratorio

(52)

(52)
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Amplificación del extremo .3' terminal del ORF2: reacción en cadena de la

polimerasa acoplada a la transcripción reversa (RT-PCR).

El RNA obtenido a paitir de las heces se utilizó para amplificar el extremo .3' terminal

del ORÍ 2 mediante la RT-PCR, El DNA complementado se sintetizó a paitir de 1 fil

del RNA extraído de las heces en una mezcla de reacción con 1 pmol del iniciador

Ast-End y 20 U de transcriptasa reversa (SupeiSciipt RNase H" Reverse

Transcriptase, Gibco BRL) en 20 ¡ú de volumen final Esta mezcla se incubó a 42° C

durante 50 min, Para la PCR del ORF2 de los astrovims de seiotipo 1 a 3 y 5 a 8 se

utilizaron los iniciadores Ast-Beg, y Ast-End, mientras que para los AstH de serotipo

4 los iniciadores fueron Beg-4 y Ast-End, La reacción de PCR se llevó a cabo en 25

(il de mezcla de reacción utilizando 1 jil del cDNA, 1 U de polimerasa (Vent DNA

polymerase, New England, Biolabs, Inc.) y 25 pmol de cada iniciador Las

condiciones para la amplificación fueron las siguientes: un paso de desnaturalización

inicial de 1 min a 94° C, treinta y cinco ciclos de amplificación (30 sec a 94° C, 30

sec a 50° C, 25 sec a 72° C) y un paso de extensión final de 15 min a 72° C, Los

productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 2 % y se detectaron por

tinción con bromuro de etidio, Los tamaños de los fragmentos de PCR esperados

son de: 241 pares de bases para los serotipos 1, 2, 3, 5, 7 y 8; 217 pares de bases

para el serotipo 6; y 362 pares de bases paia el seiotipo 4),
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Sccaenciación de los fragmentos de PCR.

Los productos de PCR se purificaron con el estuche comercial Conceit™ Rapid

PCR Puiification System de Gibco BRL (11458-015) siguiendo las instrucciones

del fabricante,, La secuencia de los fragmentos de DNA purificado se obtuvo en un

secuenciador automatizado (ABI Prism DNA automatic sequencer, Model 377-18,

Peikin Elmer),,

Análisis de las secuencias de DNA obtenidas.

El análisis de las secuencias de DNA obtenidas se realizó con el programa ClustalX

(ftp://ftp-igbmc u-strasbg,fi/pub/ClustalX/) con el cual se obtuvo el alineamiento y se

realizó el análisis filogenético,, El árbol filogenético se editó con el programa

TreeView (http://taxonomv.zoologv.gla.ac.uk/rod/treeviewA, Los números de acceso

de las secuencias utilizadas se enlistan a continuación Para AstH-1: L23513 (1-

Oxf), Y08627 (1-Nor/UK), S68561 (1-New), AF395734 (1-Hun-a), AF395733 (1-

Hun-b), AY094088 (1-Safi-a), AY094086 (1-Saft-b), AY094082 (1-Safr-c),

AY094081 (1-Saír-d), AY094080, (1-Safi-e), AY093655 (1-Saft-f), AY093654 (1-

Safr-g), AY093652 (1-Saft-h), AF257225 (1-SPM-a) y AF257222 (1-SPM-b), Para

AstH-2: L06802 (2-Oxf), Y08628 (2-Noi/UK), AY094085 (2-Safi-a), AY094084

(2-Safi-b), AY094079 (2-Saft-c), AF257229 (2-SPM-a) y AF257226 (2-SPM-b),

Para AstH-3: AF141381 (3-Ber:), AF257223 (3-SPM-a), AF257227 (3-SPM-b),

AF395735 (1-Hun), AY094090 (3-Safi-a), AY094087 (3-Safi-b), AY093650 (3-

Safi-c), Y08629 (3-Nor/UK) y AF 117209 (3-USA). Para AstH-4: Z33883 (4-Oxf),
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AF395736 (4-Hun), AF257228 (4-SPM), AB025812 (4-Jap-a), AB025811 (4-Jap-

b), AB025801 (4-Jap-c), AB025803 (4-lap-d), AB025802 (4-Jap-e), AB025809 (4-

Jap-f), AB025808 (4-Jap-g), AB025807 (4-Jap-h), AB025805 (4-Jap-i), AB025804

(4-Jap-j), AB025806 (4-Jap-k) y AB025810 (4-Jap-l), AY094092 (4-Safi) y Y08630

(4-Noi/UK),, Paia AstH-5: U15136 (5-Oxf), AB037274 (5-Chi-a), AB037273 (5-

Chi-b),AF 395737 (5-Hun), Y08631 (5-Nor/UK), AY094089 (5-Safr-a), AY093651

(5-Saft-b) y AF257224 (5-SPM), Para AstH-6: Z46658 (6-Oxf), ABO31O31 (6-Jap-

a), AB031030 (6-Jap-b) y AY093653 (6-Sañ) Paia AstH-7: AF248738 (7-Oxf),

Y08632 (7-Nor/UK), AY094091 (7-Safi) y AF257221 (7-SPM), Paia AstH-8:

Z66541 (8-RU), AF395738 (8-Hun), AF292079 (8-Safi-a), AY094083 (8-Sañ-b),

AY093649 (8-Safi-c) y AF260508 (Yuc-8; Mer-8)., Entre paréntesis se muestra la

nomenclatuia conespondiente utilizada en las figuras 6 y 10 de la sección de

Resultados, así como en las figuras 1 y 2 del manuscrito 1.,

Subcultivo de células CaCo-2.

La línea celular CaCo-2 se obtuvo de la ATCC (American Type Culture Collection)..

Estas céluas se cultivaron en fiascos para cultivo de tejidos (Tissue Culture Treated

Non-Pyrogenic Polystyrene Flsaks; Costar) con medio mínimo esencial de Eagle

(MEM, Sigma; # de catálogo: M-0644) complementado con 29.2 mg/ml de

glutamina, l,000U/ml de penicilina y l,000^g/ml de streptomicina (Penicillin-

Streptomycin, Gibco BRL), y 15 % de suero fetal de bovino (Fetal Bovine Serum,

Gibco BRL) a 37° en una incubadora con 5% de bióxido de carbono, El subcultivo,

para mantener la línea en crecimiento, se realizó cada vez que las células formaban
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unamonocapa confluente en la superficie del fiasco de cultivo, Entonces, se les retiró

el medio de cultivo (con vacío), se lavaron una vez con PBS y se incubaron con una

solución de Tripsina al 1% (Gibco BRL) y 200 mg/1 de EDTA (Gibco) en PBS,

hasta que se desprendieron después de lo cual, se resuspendieron en medio de

cultivo y se semblaron nuevamente,

Aislamiento de Yuc-8.

La cepa de AstH Yuc-8 se aisló a partir de una infección natural y se adaptó a crecer

en células CaCo-2. Se preparó un extracto de heces en PBS (1 : 2) y se clarificó por

centrifugación a 2000 x g durante 5 min, Se tomó un alícuota de 500 jil de

sobrenadante y se extrajo con neón (1 : 1), La fase acuosa se filtró a través de una

membrana de 0,22 |im, se diluyó 1:10 en medio de cultivo celular con 10 (Xg/ml de

tripsina (Trypsin 1:250; Gibco BRL) y se incubó durante 1 h a 37° G. Con 200 \Ú de

este inoculo se inocularon células CaCo-2 crecidas en monocapa en tubos de cultivo

de superficie plana de 3 mi (NUNCLON™ Delta Surface; NUNC™ Biand

Products) y se incubaron a 37° C con agitación constante durante 60 min,,

Posteriormente, se retiró el inoculo, se adicionó medio de cultivo celular, se incubó

por 6 h más a 37° C, se cambió el medio de cultivo celular por medio sin suero con 5

(ig/ml de tripsina y se incubó a 37° C hasta observar efecto citopático

(aproximadamente 36 h),, Las células infectadas se congelaron y descongelaron tres

veces y se guardaron a -70° C, Con 200 \ú del usado celular obtenido se repitió la

inoculación de células CaCo-2 Este procedimiento se repitió hasta llegar al pase 7,

detectando en cada pase la presencia del RNA de Yuc-8 por RT-PCR con los
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iniciadores Mon274 y Mon275 (52) Después del séptimo pase se identificó la

presencia del antígeno vital por EIA (IDEIA™ Astroviius, Dako) y por

inmunomicroscopía electrónica, utilizando los anticuerpos monoclonales 8G4 que

reconocen a los AstH 1 a 7 (4), se observó la presencia de las partículas virales,,

Propagación de Yuc-8.

Se activó el virus con tripsina (10 ¡il/ml) durante 30 min a 37° C Se retiró el medio

de cultivo de las células a infectar, se lavaron dos veces con medio de cultivo sin

suero, se les agregó el virus activado distribuyéndolo bien sobre la monocapa de

células y se incubaron a 37° C durante una hora en una incubadora con bióxido de

carbono y humedad, Posteriormente, se les adicionó medio de cultivo y se incubaron

durante 6 horas más, Después, las células se lavaron dos veces con medio de cultivo

sin suero, se les adicionó medio de cultivo sin suero con tripsina (5 ¡igfoú), y se

incubaron a 37° C hasta que se observó el efecto citopático (48-72 horas),,

Secuenciación del gen orna.

Se obtuvo el RNA total de las células CaCo-2 infectadas con Yuc-8 utilizando Trizol

(Gibco BRL), y se utilizó como templado para amplificar el genoma de astrovirus

por RT-PCR,, Para las reacciones de RT-PCR se utilizaron la transcriptasa reversa

SuperScript (Gibco BRL) y la polimeíasa de DNA Vent (New England Biolabs),,

Los primeros iniciadores se diseñaron de acuerdo con la secuencia previamente
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reportada pata AstH-1 (No de acceso Z25771) y, posteriormente, en la secuencia

obtenida de Yuc-8 Los fragmentos de DNA amplificado se secuenciaron con un

secuenciadoi automático de DNA ABI prism, modelo 377-18 (Perkin Elmer). La

secuencia de la región 5' no traducida se determinó a paitir del producto de PCR

obtenido con un cebador correspondiente a los 20 nucleótidos terminales del

extremo 5' que se encuentran conservados entre los serotipos de AstH 1, 2 y 3, La

secuencia nucleotídica de la región no traucida del extremo 3'-terminal se determinó a

paitir de los productos de PCR obtenidos con el par de cebadores oligo(dT) y Ast-

Beg Para determinar la secuencia concenso se utilizaron cuando menos tres

Segmentos de PCR, sintetizados de manera independiente, de cada región

Anticuerpos dirigidos contra péptidos sintéticos.

El péptido KSNKQVTVEVSNNGRNRC (KSN), que mimetiza la región de la

poliprotteína del ORF2 de AstH-1 (1-Oxf) comprendida entre los aminoácidos 4-20,

fue sintetizado por la compañía Research Genetics, Inc., Este péptido se acopló a la

proteína KLH (Keyhole Limpet Hemocianin) activada con maleimida (Imject

maleimide activated-KLH; Pierce) de acuerdo a las instrucciones del manufácturador

El péptido conjugado a la proteína KLH se utilizó para inocular ratones BALB/c que

fueron inmunizados tres veces con aproximadamente 100 jxg de proteína total,, La

primera inmunización se hizo con adyuvante completo de Freund (1:1) (Complete

Freund's Adjuvant, Gibco BRL), mientras que las dos inmunizaciones subsecuentes,

realizadas a intervalos de 15 dias, se realizaron con adyuvante incompleto de Freund

(Incomplete Freund's Adjuvant, Gibco BRL), A los quince días después de la tercera
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inmunización se probó por EIA la especificidad de los anticuerpos obtenidos y se

recolectaron,

Obtención de los plásmidos recombin antes para la síntesis de las proteínas

recombinantes El, E2 y E3.

Pata la obtención del plásmido recombinante pGEX-4T-3-El, se clonó el fragmento

ORF23.208 en el sitio de restricción Sma I del plásmido pGEX-4T-3 (Pharmacia),,

Para la obtención del plásmido recombinante pGEX-4T-l-E2, se clonó el fragmento

ORF2209_341 en el sitio de restricción Not I del plásmido pGEX-4T-l (Pharmacia),

Para la obtención del plásmido recombinante pGEX-4T-3-E3, se clonó el fragmento

ORF2386.594 entre los sitios de restricción Age I y Nsi I del plásmido pGEX-4T-3

(Phatmacia),

Transformación deEcherichia coli Sure.

Se electroporaron por separado células E, coli electrocompetentes (lxlO9

bacterias/ji.1) (FOCUS 12(2): 38-40) con cada uno de los plásmidos recombinantes

obtenidos En breve: las células competentes congeladas a -70° C se descongelaron

en hielo,, Se tomó una alícuota de células competentes de 40 \ü y se mezcló con 0,5

|ig de DNA (plásmido para transformar). Esta mezcla se puso en la celda de

electroporación (Electroporation cuvettes plus™ Modelo 610; lmm Gap Cuvette) en

la cual se le dio un choque eléctrico (16 KV, 25 jiFD, 200 ohms),, Las células
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electroporadas se incubaron en 1 mi de medio S..O..G. (S..O..C. Médium, Gibco BRL)

a 37° C durante una hora Se centrifugaron 2 min a 14,000 ipm y el poso se

resuspendió en 600 (il de medio de Louiia y las células se sembraron en cajas de

Petri con agai y 100 mg/ml de caibenicilina, Se incubaron aproximadamente 18 hr s a

37° C y se seleccionaron las colonias de las células transformadas,

Obtención de las proteínas recombinantes de astrovirus de humano (El, E2

yE3).

El protocolo utilizado para la expresión de las proteínas recombinantes El, E2 y E3

fue el mismo para todas, Las células transformadas con el plásmido recombinante se

crecieron en medio de Louria a 37° C durante toda la noche (aproximadamente 10

hrs),, Posteriormente, se preparó una dilución 1:10 del cultivo celular en medio fresco

de Louria complementado con 100 jxg/ml de ampicilina y se incubó a 37° C hasta

que alcanzaron su fase media logarítmica (Am = 0,6 - 1,0) Se adicionó al medio de

cultivo isopropyl-p-D-tiogalactosidasa (IPTG) (Phaimacia) a una concentración final

de 1,0 mM, para inducir la expresión de las proteínas recombinantes Las células se

incubaron por 5 horas más a 37° C y se analizó la presencia de las proteínas

esperadas por inmunotinción en fase sólida (Western Blot),, Posteriormente se

purificaron por electroelución a paitii de geles desnaturalizantes de poliacrüamida

(SDS-PAGE) y se cuantificaron por el método de Bradford,
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Anticuerpos dirigidos contra El, E2 y E3.

Se inmunizaron tres veces conejos Nueva Zelanda, con aproximadamente 100 \ig de

proteínarecombinante, La primera inmunización se hizo con adyuvante completo de

Freund (1:1), mientras que las dos inmunizaciones subsecuentes, realizadas a

intervalos de 15 dias, se realizaron con adyuvante incompleto de Freund. A los

quince días después de la tercera inmunización se probó por inmunotinción en fase

sólida (Western Blot) la especificidad de los anticuerpos obtenidos,
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RESULTADOS

1. Determinación de la prevalencia y diversidad genotípica de

astrovirus de humano (AstH) en México.

Prevalencia de AstH en cinco regiones de México.

Durante el periodo de octubre de 1994 a marzo de 1995 se colectaron 2,396

muestras de heces provenientes de niños menores de cinco años de edad, con dianea

y sin diairea, que fueron hospitalizados o atendidos en clínicas de consulta externa,,

Los niños estudiados provenían de cinco localidades diferentes: Ciudad de México

(DF), Tlaxcala (Tlx), San Luis Potosí (SLP), Metida (Mer) y Monterrey (Mty).

Las muestras de heces se analizaron en un estudio previo para determinar la

presencia de los rotavirus (RvH), que se sabe es el principal agente viral de diarrea

infantil,, Se encontró que el 54,4% (593/1,091) de los niños sintomáticos y el 7,3%

(95/1,305) de los niños asintomáticos excretaron estos virus (54), Para determinar la

prevalencia de los astrovirus de humano, se analizaron 710 muestras negativas para

RvH: 355 de niños sintomáticos y 355 de niños asintomáticos,,

La identificación de los AstH se realizó con dos ensayos inmunoenzimáticos

(EIAs) específicos para su detección, Los AstH se identifiacaron, con ambos EIAs,

en 28 muestras. La presencia de las partículas de astroviius se confirmó, por

inmunomicroscopía electrónica, en 24 de las 28 muestras positivas para AstH (Tabla

2),
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EIA EIA M E RI-PCR Genotipo
(J. E, (DAKO)

Henmann)

+ + + + 2

+ + + + 3
+ + + + 4
+ + + + 4
+ + + nd
+ + + + 2
+ + + + 3
+ + + + 3
+ + + + 2
+ + + + 1
+ + + + 1
+ + - + 4
+ + + + 8
+ + - + 8
+ + + + i
+ + + + 1
+ + + - nd
+ + nd

+ + + - nd
+ + + + 1
+ + + + 8
+ + + - nd
+ + - - nd

i i * i r\

i i t i -j

+ + + - nd
+ + + - nd

Tabla 2.. Identificación de AstH en las muestras de heces Se ilustran los resultados obtenidos con
los diversos métodos utilizados para la determinación de la presencia de los AstH en las muestras ds
heces de los niños con y sin diarrea así como el genotipo asignado a las cepas identificadas, en
base a la secuencia de los amplicones obtenidos por RT-PCR, EIA - ensayo inmunoenzimático;
IME - inmunomicroscopía electrónica; RT-PCR - transcripción reversa acoplada a la reacción en
cadena de la polimerasa del extremo 5' del ORF2; S - muestra de heces proveniente de un niño con
diarrea (sintomático); A - muestra de heces proveniente de un niño sin diarrea (asintomático); "+" -
resultado positivo;"-" - resultado negativo; nd - genotipo no determinado (de los AstH detectados
en estas muestras no se logró amplificar la región analizada del ORF2),

No de
muestra

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

20
21
22
23
24
25
26
27
28

Localidad

DF
DF
DF
DF
DF
DF
Tlx
Tlx
Tlx

SLP
Mer
Mer
Mer
Mer
Mer
Mty
Mty
Mty
Mty

DF
Mer
Mer
Mer
Mer
Mty
Mty
Mty
Mty

Tipo de
muestra

S

s
s
s
s
s
s
s
s
s
s
s
s
s
s
s
s
s
s

A
A
A
A
A
A
A
A
A
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Los AstH estuvieron presentes en el 5 4% de los niños sintomáticos y en el

2,5% de los niños asintomáticos (Tabla 3),, Al analizar los resultados obtenidos en

cada una de las cinco localidades estudiadas se observó que la prevalencia de los

AstH varió de 3,0 (Mty) a 11,3% (DF) en los niños sintomáticos y de 0 (SLP y Tlx)

a 4,2% (Mer) en los niños asintomáticos (Tabla 3), El análisis estadístico de estos

datos indica una tendencia a la asociación entre la presencia de AstH y la presencia

de síntomas diairéicos, aunque con baja significancia estadística (%2 = 3,718, P =

0054),,

Región

S

(%)

A

(%)

DF

6/53

(11.3)

1/53

(19)

SLP

1/21

(4 8)

0/21

(0)

Tlx

3/53

(5 7)

0/53

(0)

Mer

5/95

(5 3)

4/95

(4-2)

Mty

4/133

(3-0)

4/133

(3 0)

Iotal

19/355

(5 4)

9/355

(2,5)

Tabla 3., Prevalencia de AstH en niños mexicanos menores de cinco anos de edad, S -
niños con diairea (sintomáticos); A - niños sin diairea (asintomáticos); DF - Distrito
Federal; Tlx - Tlaxcala; SLP - San Luis Potosí; Mer - Méiida y Mty - Monteirey,
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Diversidad genotípica de los AstH detectados en México

Los genotipos de las cepas de AstH identificadas se determinaron en base a

la región 3' terminal del ORF2 La región estudiada codifica para los 61 aminoácidos

del extremo carboxilo terminal de la poliproteína del ORF2 (excluyendo los 5 amino

ácidos terminales) y es variable entre cepas pertenecientes a diferentes serotipos (Fig..

5, ver también figura Ib del artículo II). La secuencia correspondiente para los

serotipos 4 y 6 es de 59 y 53 aminoácidos, respectivamente (Fig,, 5),, Esta región se

amplificó por RT-PCR, se secuenció y se comparó con las secuencias reportadas

para AstH en el GenBank,,

1 61
AstH-8 ISVERATRITNGAFP TRAARVRRSVYNDLLVSGLSPGAAWSHACEQARRAGDNHDLQLSGS 77 7
AstH-7 MT M.. ..KR ..CDKQK, . .HM A NV E.. .1M..T.. MPNV,. ..D 786
AStH-6 VT..D M.. , R ..PNYKP,. ..EPS APSDCLAT.R,. .. ,. ,NET C 773
AstH-5 M K.. ..SN L V.D..D KV T 778
AstH-4 , R Y..GMS Y.NVEWGSGEQSTSQHIQEISSDDVGAGAHY CV., ,RKQQ SLNQ.. .. 766
AstH-3 MT KR ..S GKTK M A N E,, .IM. I..QTPNV,, ..D 789
AstH-2 MT KR ..C EKLK . ..M A .A....SS,,. N...DE,, NV. S..QLAK D 791
AstH-1 MTMT ARR, . .. ..LSD..IK .G . ..M V N E,, .K..VGETMPCT 782

Fig., 5,. Alineamiento del fragmento de 61 aminoácidos del extremo caiboxilo terminal de la
polipioteína del ORÍ2 de los diferentes serotipos de AstH, La numeíación de la secuencia
corresponde a la de las cepas de referencia: L23513 (AstH-1), A45695 (AstH-2), AF141381
(AstH-3), Z33883 (AstH-4), U15136 (AstH-5), Z46658 (AstH-6), AF248738 (AstH-7) y
AF260508 (AstH-8) Los guiones (-) indican remoción/inserción de aminoácidos, mientras que
los puntos indican identidad de aminoácidos

Se logró amplificar y secuencia! el extremo 3* terminal de 20 de las 28 cepas

de AstH detectadas, El alineamiento de las secuencias obtenidas, tanto a nivel de

nucleótidos (no se muestra) como de aminoácidos (Fig, 6), con todas las secuencias

reportadas para los diferentes seiotipos de AstH, así como el análisis de la diversidad

genética (Dg) intra- e inteiserotipo de dicha región (ver más adelante), permitieron

asignar el genotipo correspondiente,,
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Genotipo Cepa S/A

i Oif
1 Nor/UK

1 New M(y.a(4)

1 Hun-a

] Safr-d

1 Safr.g
1 Hun-b

1 Safr h

1 Safra, -f

1 Safr«
1 Safr*
1 Safr-c

1 SPM-a, ..b. Miy-b(l)
1 Mcr<4)

2 Oxf

2 Nor/UK Safrc SPM-b

2 Safr-a
2 SPM-a

2 Tlx( l )
2 Mly (1)
2 DF-2 (1)
2 SLP-2 (1)

2 Safr-b

3 Ber

•\ SPM-b

2S,lS í f l l 1A'

3 S . I S " IA

1S

IA

1S

1S

Hun

Safr-a

Safr-c
Noi/UK, Safr-b SPM-a, USA

DF (2), Tlx (2), M(y « ) 4S, 1S"*1 IA

Oxf, Hun. Jap••«

Jap-d

NorfUK

Safr

Jap-a, - f i o j

Jap b, k

SPM

Japc -],DF..a<l

DF-b <1)

Oxf
NorAJK
Hun

Safr-a

Chi-a
Chib
SPM
Safr-b

Mly(l)
Safr
Japa
Jap.b

1S*"1

722 782
HTMTRArRIARRAFI'IISDRIKRGVYMDtIVSGVSPGNAWSHftCEEARKAVGEINECTSGS

I K

T K TP

I K

A
A

A

A

A

A

A

A A

A A

A A

S

NS

NS

NS

MS

NS

US

NS

D

c

A I
A I

A I

A I

1AR I

A I

IA I

IA I

G NI

A I

IA GI

IA GI N

MlVERAIlíIIKRAFETCAEKLKRSVYMDItASGASPSSAWSNACDEARNTCSNQtAKlSGD

II S T
I I V H T
A I V H T
TI V H I I

II V H I F
D I SI G P ¡'

729 789

MTVERAIRIIXRAFPTSAGKTKRSVníMDIIASG[SÍ'GNAWSHACEEABIKGINQTPNVSGD

D T M i

D S H

D Y T M

D S I H

D T M

708 766

ISRER AI VIGMSA YPNVEWGSGÉQSISQH1QBISSDDVG AG AH YSCVCERKQQ SI NQGS

SG B Cr A
S ! B CI A

s r VE c i A
I A

M D

718 778

MSVERñlKITSNAFPIHAARIRfiSVYNDItVEVIOlCAAWSHACKQARKUGDNHDI.QTSGS

G G

G G A

G G V

R G G V

R G G G V

R GHG T V V

A R N I GPG VP

721 773

VIVDRAIHITNRAI'ÍIPHYKPRUEESNDIIAPSDCIAIARSHACNETCOLSGS
M P
H S « F I

M HRS QP I V D

M HRS QP I D F .

Oxf, NúrfUK SPM

Safr

UK

Safrb -c
Hun
Safra
Mcr (3) IS,1A

MTVERATKITKRAFPTCADKQKRSVHMDLIASGIÍSPGNVWSHACBEARTMGIWHHPÍIVSGD

717 777

ISVERAIRITNGAFPPRTOEHRftSVYNDIIVSGISPGAAWSHACEOARKflGDNHDICLSGS

A AA P

D A AA P

T AA

I AA V

F'ig 6. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de la región del extremo carboxito lenninal del ORF 2 de diferentes tipos de AstH Las
secuencias dentro de cada tipo están alineadas con la de una cepa de referencia cuyo serotipo se determinó con anticuerpos específicos de
serotipo Se encuentran incluidas las 26 secuencias de AstH obtenidas en el presente estudio así como todas las secuencias reportadas de
dicha región provenientes de AstH aislados en diferentes partes del mundo Los nombres correspondientes a las cepas de AstH mexicanas
están en negritas Entre paréntesis se muestra el número de cepas identificadas en el presente estudio que tienen secuencias idénticas La
columna S/A indica si la cepa de AstH fue aislada de un niño sintomático (S) o de un niño asintomático (A) El superindex RvH en esta
columna indica que la cepa de astrovirus correspondiente se identificó en una muestra positiva para RvH La numeración de las secuencias es
de acuerdo a la secuencia de la poliproteína del ORF 2 de cada cepa de referencia Los espacios vacios indican identidad de aminoácidos Ber
- cepa de Berlin. Alemania Chi •• cepa de China DF •• cepa de la Ciudad de México, México. Hun - cepa de Hungría Jap •• cepa de Japón
Mer •• cepa de Mérida México Mty •• cepa de Monterrey México. New - cepa de Newcastle, Inglaterra Nor/UK. •• cepa de Noruega y/o
Reino Unido Oxf •• cepa de Oxford Inglaterra Safr •• cepa de Sudáfrica SLP - cepa de San Luis Potosí. México SPM - cepa de San Pedro
Mártir México. Tlx •• cepa de Tlaxcala, México UK - cepa de Reino Unido USA •• cepa de Estados Unidos de América Las letras a b. c.
etc identifican a mas de un espécimen de la misma región
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a) Genotipos de las cepas de AstH aisladas de niños con diarrea

De las 19 cepas de AstH identificadas en niños con diamea, 16 pudieron

tipificarse por1 RT-PCR y secuenciación del fragmento de DNA amplificado (Tabla

2), Cinco de los 8 genotipos de AstH reportados hasta ahora se identificaron en estas

cepas; cuatro de las cepas fueron genotipo 1 (21%), cuatro genotipo 3 (21%), tres

pertencieron al genotipo 2 (16%), 3 al genotipo 4 (16%), y 2 fueron de genotipo 8

(11%) (Tablas 3 y 5; Fig 7), En tres de las 19 cepas detectadas por EIA no se pudo

amplificar la región 3' terminal del ORF2 y en una de ellas tampoco se detectó virus

por inmunomicroscopía electrónica (IME) (Tabla 2),,

6 -

Número de
muestras 3 -

2 -

Total — 19 muestras

4 6 6
Genotipos de AstH

n d

Fig.. 7,. Genotipos de AstH detectados en muestras de heces provenientes de niños con
diarrea
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b) Genotipos de las cepas de AstH aisladas de niños asintomáticos

En el caso de las 9 cepas de AstH identificadas en niños asintomáticos,

cuatro de ellas pudieron genotipificarse (Tabla 2); se encontró que cada una de éstas

cepas de AstH perteneció a un genotipo diferente: 1, 2, 3 y 8 (Fig. 6; Fig,, 8),, A las

cinco cepas testantes no fue posible asignarles genotipo dado que no se logró

amplificaí la región 31 del ORF 2, En una de ellas no se detectaron partículas virales

porIME,

6 -

Número de
muestras

1
i
i

o-í-

Total- 9mues(cas

4 S 6
Genotipos de AstH

nd

Fig. 8,. Genotipos de AstH detectados en muestras de heces provenientes de niños sin
diairea (A)
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La falta de amplificación del fragmento de DNA por RX-PCR tanto en las

muestras aisladas de niños sintomáticos como asintomáticos puede deberse a: i) que

no se hayan podido eliminar en esas muestras de heces inhibidores de las enzimas

utilizadas en las reacciones de RT-PCR; ii) que el RNA vital del viius se haya

degradado durante los varios eventos de congelación-descongelación de las muestras

de heces que se realizaron durante su caracterización; iii) que la cantidad de virus

presente en estas muestras haya sido escasa; iv) que entre estas cepas se encuentre(n)

algún(os) genotipo(s) de AstH aún no identificado(s), para la detección del(os)

cual(es) los cebadores utilizados en el presente estudio no hayan sido adecuados, o

bien; v) una mezcla de dos o más de los factores mencionados anteriormente,,

Distribución geográfica de los genotipos de AstH.

La distribución geográfica de los diferentes genotipos de AstH detectados en

México vatio de una región a otia (Fig 9)

a) Distribución de los genotipos detectados en las muestras de heces

provenientes de niños con diarrea.,

Los AstH se detectaron en niños con diarrea provenientes de las cinco

localidades de México analizadas En Monterrey se identificaron cuatro cepas de

AstH, dos de las cuales pertenecieron al genotipo 1 y a las otras dos no fue posible

asignarles genotipo, En la zona de Mérida se detectaron cinco cepas de AstH entre

49



50

las cuales fueron identificados los genotipos 1, 4 y 8, siendo éste último tan

prevalente (40%) como el 1 en ésta zona, En Tlaxcala fueron identificadas una cepa

de AstH de genotipo 2 y dos de genotipo 3. En San Luis Potosí se detectó la

presencia de una cepa de AstH de genotipo 2, En la Ciudad de México se

encontraron cinco cepas de AstH las cuales representaron a los genotipos 2, 3 y 4 y

una cepa de la que no se logró amplificar la región 31 terminal del ORF2 (Fig 9),,

Como se aprecia en la Fig,, 9, la prevalencia y distribución geográfica de los

genotipos de AstH identificados en los niños sintomáticos varió de una región a otra,

Los genotipos 1 y 3 fueron, en general, los de mayor1 prevalencia (21% cada uno).

Sin embargo, el genotipo 1 sólo se detectó en Monterrey y Mérida y el genotipo 3 en

Tlaxcala y la Ciudad de México,, El genotipo 2 (15,8%) estuvo presente en tres

(Tlaxcala, San Luis Potosí y Ciudad de México) de las cinco regiones analizadas,

siendo el genotipo de mayor1 distribución geográfica, El genotipo 4 (15,8%) fue tan

prevalente como el genotipo 2 pero se encontró sólo en las regiones de Mérida y la

Ciudad de México, El genotipo 8 se detectó únicamente en Mérida, con una

prevalencia del 40%,, Los genotipos 5, 6 y 7 de AstH no se detectaron en este grupo

de muestras.
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Fig. 9* Distribución geográfica de los genotipos de AstH detectados en
muestras de heces provenientes de niños menores de cinco años de edad con
diarrea (S) y sin diarrea (A).
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Es interesante, que los diversos genotipos estuvieron presentes cuando

menos en dos localidades, con la excepción del genotipo 8 que se detectó

exclusivamente en la ciudad de Mérida Además, que en tres (Mérida, Tlaxcala y la

Ciudad de México) de las cinco regiones estudiadas se encontró más de un genotipo

circulando al mismo tiempo

b) Distribución de los genotipos detectados en las muestras de heces de

niños sin diarrea.

Los AstH en niños sin diarrea, se detectaron en muestras de Monterrey,

Méiida y la Ciudad de México (Fig 9),, De las cuatro cepas identificadas en

Monterrey una fue de genotipo 2, otra de genotipo 3 y a dos no se les pudo asignar

el genotipo. En Mérida, de las cuatro cepas detectadas una correspondió al genotipo

1, otra al genotipo 8 y dos no pudieron serotipificarse, A ía cepa identificada en la

Ciudad de México no se le pudo asignar genotipo (Fig,, 9).

Asociación entre la presencia o ausencia de síntomas diarréicos y el genotipo

de AstH infectante.

De los genotipos identificados (1 a 4 y 8) todos se encontraron presentes en

los niños con diarrea al igual que en los niños asintomáticos con excepción del

genotipo 4 (Tabla 4),
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Niños/Genotipos

S

A

1 2 3 4

-

5

-

-

6

-

-

7

-

-

8

labia 4, Genotipos de AstH identificados en los niños con diairea (S) y sin diairea (A),

La comparación de la secuencia del ORF2 de los AstH, de genotipo 1, 3 y 8,

provenientes de niños con y sin diairea mostró que en algunos casos cepas de un

mismo genotipo tuvieron la misma secuencia independientemente de si el niño tenía

diarrea o no (Fig,, 6); ver, por ejemplo, las cepas 3-DF, 3-Tlx y 3-Mty de genotipo 3

y 8-Mer de genotipo 8,, En el caso de la secuencia de genotipo 2 (2-Mty) detectada

en los niños asintomáticoes ésta difiere en uno o dos aminoácidos con respecto a las

secuencias de las cepas provenientes de los niños sintomáticos. Sin embargo, entre

estas últimas se observó también una diferencia similar de uno o dos aminoácidos

entre ellas (Fig. 6) Estos resultados sugieren que en base a la región analizada del

genoma no existe una asociación, al menos clara, de algún genotipo particular con la

presencia o ausencia de síntomas diarréicos. Para poder establecer si realmente existe

dicha asociación es necesario llevar a cabo estudios de mayor amplitud cuyos

resultados permitan realizar un análisis estadístico confiable
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Coinfécciones de AstH con RvH

Con la finalidad de conocer' la frecuencia de coinfección de AstH con RvH

durante el periodo estudiado, se analizaron 240 muestras de heces positivas para

RvH, seleccionadas al azar, provenientes de niños con (167 muestras) y sin (73

muestras) diarrea, de las cinco regiones analizadas Los AstH se encontraron en el

3,0 % (5/167) de los niños sintomáticos y en el 2,7% (2/73) de los niños

asintomáticos infectados con RvH (Tabla 7)..

La serotipifícación de las cepas de AstH identificadas mostró que las cepas

detectadas en los niños sintomáticos pertenecieron a los genotipos 1 (3/5), 3 (1/5) y

6 (1/5) De las dos cepas de AstH identificadas en los niños asintomáticos, una fue

de genotipo 1 (1/2) mientras que a la otra no se le pudo asignar ei genotipo (Fig 6),,

2. Diversidad genética de los AstH

Se analizó la diversidad genética intra e ínterserotipo, de la legión del ORF 2

analizada, de las cepas de AstH identificadas en diferentes partes del mundo,

incluidas las 26 secuenciadas en el presente estudio El grado de Dg se calculó como

el número de cambios de aminoácidos entre el número total (61 para los genotipos 1,

2, 3 y 8; 59 pata el genotipo 4 y 53 para el genotipo 6) de residuos de amino ácidos

analizados La Dg se calculó para todos los serotipos de AstH,,
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La comparación de las secuencias de las 4 cepas de AstH-1 detectadas en

Metida mostró que éstas fueron idénticas (ver 1-Mer en la Fig, 6), Dg - 0; mientras

que entre las cinco cepas de genotipo 1 de la legión de Monterrey se identificaron

dos secuencias diferentes, 1-Mty-a y 1-Mty-b, entre las cuales la Dg fue de 0,08, La

comparación de las 15 secuencias reportadas de AstH-1 y las tres secuencias

obtenidas en el presente estudio mostró que: 1) la secuencia 1-Mty-a fue idéntica a la

secuencia reportada para un AstH-1 de Newcastle, Reino Unido; 2) la secuencia 1-

Mty-b fue idéntica a la de las dos cepas de AstH-1 detectadas en San Pedro Mártir,

DF y; 3) el rango de la Dg cuando todas las cepas se compararon entre ellas, por

pares, fue de 0 a 0 23 (Tabla 5),

Cada una de las cuatro cepas de AstH-2 (2-DF, 2-Mty, 2-SLP y 2-Tlx)

detectadas en el presente estudio provino de una localidad diferente (Fig, 6) La

diversidad genética entre estas cepas fue de 0.02, La comparación de las 7 secuencias

disponibles de AstH-2 y las 4 secuencias obtenidas en el presente estudio indicó un

rango de Dg intiaíípica de 0 a 0 1 (Tabla 5) entre ellas,,

Las secuencias de las seis cepas de AstH-3 [3-DF (2), 3-Mty (2) y 3-Tlx (2)}

que se detectaron en el estudio, provinientes de tres regions diferentes, fueron

idénticas (Fig 6), La comparación de las 9 secuencias disponibles de AstH-3 y la

secuencia obtenida en el presente estudio mostró que ía Dg entre ellas varió de 0 a

0,,07 (Tabla 5),,

Entre las tres cepas de AstH-4 identificadas en el presente trabajo se

detectaron dos secuencias diferentes, una representada por las cepas 4-DF-a y 4-
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Mer, y la otra representada por la cepa 4-DF-b (Fig, 6) La Dg entre estas dos

secuencias fue de 0.16 La comparación de las 17 secuencias disponibles de AstH-4

y las dos secuencias obtenidas en el presente estudio mostró que la Dg entre ellas

varió de 0 a 0,24 (Tabla 5),

En el presente estudio no se detectaron cepas de AstH pertenecientes al

genotipo 5, La comparación de las 8 secuencias disponibles en la literatura para

AstH-5 mostró una Dg entre ellas de 0,02 a 0., 15 (Tabla 5)

En el caso de las 4 secuencias reportadas para AstH-6 y la de la cepa

identificada en Monterrey (6-Mty) se determinó una Dg intratípica que varió desde

O..O4hastaO,17(Tabla5),

En el presente estudio no se detectaron cepas de AstH pertencientes al

genotipo 7,, La compración de las 4 secuencias disponibles pata este genotipo mostró

que tres de ellas (7-Oxf; 7-Nor/UK y 7-SPM) fueron idénticas (Dg = 0), mientras

que con respecto a la secuencia de una cepa de Sudáftica (7-Sarr) presentaron una

diferencia de un residuo de aminoácido (Dg - 0,016),, La Dg intratípica para los

AstH-7 fue, por lo tanto, de 0 a 0,016, lo que lo convierte en el genotipo más

conservado (Tabla 5)

Finalmente, las tres cepas de AstH-8 (8-Mer) identificadas en este estudio

tuvieron la misma secuencia en la región analizada (Fig 6),, La comparación de esta

secuencia con las cinco secuencias disponibles para el genotipo 8 de AstH mostró

que la Dg entre ellas varió entre 0 y 0,08 (Tabla 5)
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La mayor Dg intratípica se encontró en los grupos de AstH-1 (Dg de 0 a

0,23) y AstH-4 (Dg de 0 a 0 24), Las cepas de AstH de genotipo 4 fueron además,

las genéticamente más distantes del testo de los genotipos (Dg 0,70 a 0,84) Los

genotipos más cercanamente relacionados fueron 3 y 7 (Dg intergenotipo de 0,12 a

0,16) seguidos por los genotipos 5 y 8 (Dg intergenotipo de 015 a 0 25) (Tabla 5 y

Fig, 10)

Como se puede observar en la Tabla 5, la diversidad genética observada entre

cepas pertenecientes a un mismo genotipo es siempre menor que la diversidad

encontrada entre esas cepas y las pertenecientes a cualquier otro genotipo diferente

A pesar de que hay una limitada divergencia genética entre, por ejemplo, los

genotipos 3 y 7 (Dg de 0,12a 0,16), que es menor a la encontrada entre dos cepas de

AstH de genotipo 4 (Dg = 0.24) o de AstH de genotipo 1 (Dg = 0,23), la diversidad

intragenotipo 3 (Dg de 0 a 0 07) e intragenotipo 7 (Dg de 0 a 0,016) es lo

suficientemente baja, como para no clasificar erróneamente cepas pertenecientes a

estos genotipos. En la Fig 10 se muestra de maneta gráfica la relación genética que

existe, en base a la región del genoma analizada, entre los diversos genotipos de

AstH

57



58

AStH

i

2

3

4

5

6

7

8

0 31-048

0.33-0 41

0 80 - 0 89

0 43 - 0 49

0 2 - 0 28

0 75 - 0 84

0 39-048

0 79 - 0 85

0 36 - O 43

0 57-064 0.54-059 056-061

0 36-046 026-034 011-018

041-051 041-049 0.36-0.41

0 66-073 057-061

0 77-084 039-044

0 74-080 015-025

0 54 - 0 59

0 54 - 0 62

0-0.02

0 40 - 0 44

Tabla 5,, Diversidad genética (Dg) entre los diferentes genotipos (1 a 8) de AstH El grado de diversidad
genética (Dg) se determinó como el número de cambios de aminoácidos entre dos secuencias dividido entre
el número total (61 para los genotipos 1, 2, 3, 5, 7, y 8; 59 para el genotipo 4; y 53 para el genotipo 6)
de residuos analizados
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7.(M.Nor/ÜK Sl'M

Fig,, 10., Dendrogiama que muestra la relación genética de la región del extremo 31 del
ORÍ 2 estudiada de los diferentes genotipos de AstH La barra de escala indica una
distancia evolutiva de 0 1 residuos de aminoácidos por posición en la secuencia la*
corresponde a las cepas de AstH 1-New y Mty-a; 2a representa a las cepa 2-Ilx, Las
secuencias utilizadas se obtuvieron de la base de datos del GenBank y se encuentran
enumeradas en la sección de Material y Métodos
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3- Determinación de la prevalencia de adenovirus 40/41

(AdH)

Con la finalidad de ampliar el panorama del comportamiento epidemiológico

de los principales virus de diarrea infantil en niños mexicanos menores de cinco

años, durante el periodo estudiado se determinó también la prevalencia de AdH en las

mismas muestras de heces analizadas para la detección de AstH (710 muestras

negativas para rotavirus) por medio de un EIA comercial (Adenoclone®-Type 40/41

EIA, Cambridge Biotech)

Se encontró que durante el periodo evaluado, la prevalencia de AdH en los

niños con y sin dianea fue del 2 8 y 1,1%, respectivamente,, La prevalencia de AdH

en los niños con diarrea varió de 0% (DF y SLP) a 5,3% (Mer), mientras que en los

niños sin diarrea lúe de 0% (SLP y Tlx) a 3,8% (DF) (Tabla 6),, Al igual que en el

caso de los astrovirus, se observó una tendencia a la asociación entre la presencia de

AdH y la presencia de síntomas diarreicos, aunque sin significancia estadística (%2 =

2.623; P = 0.1)
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Región/Niños

s
(%)
A

(%)

DF

0/53

(0)

2/53

(3 8)

SLP

0/21

(0)

0/21

(0)

TIx

1/53

(1,9)

0/53

(0)

Mer

5/95

(53)

1/95

(11)

Mty

4/133

(30)

1/133

(0 8)

Total

10/355

(2 8)

4/355

(1.1)

Tabla 6 Prevalencia de AdH en niños mexicanos menores de cinco MÍOS de edad S
muestras de heces de niños con dianea; A - muestras de heces de niños sin diairea; DF
Distrito Federal; Tlx - Tlaxcala; SLP - San Luis Potosí; Mer - Mérida y Mty - Monterrey,

Coinfécciones de AdH con AstH y RvH

En las muestras de los niños sintomáticos no se detectó ninguna infección

doble con AdH y AstH, y solamente en una de las muestras de los niños

asintomáticos (1/355) se identificó la presencia de ambos virus,,

Las coinfecciones de AdH y RvH se evaluaron en las 240 muestras positivas

para RvH en las que previamente se había analizó la presencia de AstH, La presencia

de los dos virus se detectó en el 1,2% (2/167) de los niños sintomáticos y en 2,7%

(2/7.3) de los niños asintomáticos
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En general, en los niños con dianea las coinfecciones más frecuentes fueron

las de AstH con RvH (3,0%) seguidas por las de AdH con RvH (1,2%) y no se

detectaron infecciones duales de AstH con AdH. En los niños asintomáticos, las

coinfecciones de AstH con RvH fueron tan frecuentes (2.7%) como las de RvH con

AdH y sólo en una muestra (1/355) se detectó la coexistencia de AstH con AdH, No

se detectaron infecciones vitales triples con AstH, AdH y RvH (Tabla 7),

Virus / Niños

AstH + AdH

AstH + RvH

AdH + RvH

AstH + AdH + RvH

S

0% (0/355)

3,0% (5/167)

12% (2/167)

0% (0/522)

A

0 002% (1/355)

2 7% (2/73)

2.7% (2/73)

0% (0/428)

labia 7., Frecuencias de coinfecciones entre AstH, AdH y RvH
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Artículo I

Con los resultados hasta aquí descritos se escribió el artículo:

"Prevalencia y Diversidad Genética de Astrovirus de

Humano en Niños Mexicanos con Infecciones

Sintomáticas y Asintomáticas"

enviado a la revista Journal of Clinical Microbiology
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ABSTRACT

The prevalence and type diversity of human astroviruses (HAstV) in children with

symptomatic and asymptomatic infections were deteimined in five localities of

México HAstV were detecíed in 5.4% (19/355) and 2,6% (9/355) of rotavirus-

negative children with and without diatrhea, respectively, Genotyping of the detected

strains showed that at least six (1, 2, 3, 4, 6, and 8) of the eight known HAstV types

ciiculated in México between October 1994 and March 1995 HAstV types 1 and 3

were the most prevalen! in children with dianhea, although they were not found in aü

locaíities studied HAstV type 8 was found only in Mérida, where it was as prevalent

(40%) as type 1 viruses, indicating that this astroviius type is more common than

pieviously recognized,, A correlation between the HAstV infecting type and the

presence or absence of diaiiheic symptoms was not obseived Enteric adenoviruses

were also studied, and they were found to be present in 2.8% (10/355) and 1,1%

(4/355) of symptomatic and asymptomatic children, respectively,
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INTRODÜCTION

Human astrovimses (HAstV) are recognized as a common cause of infantile

gastroenteritis worldwide (5, 29). The astrovirus viiions are 28 to 34 nm

nonenveloped paiticles which were fírst described in 1975 (1, 12), and

epidemiological studies caiiied out in different locations of the world have repoited

astiovirus prevalence rates of 2% to 16% among children hospitalized with diairhea

and of 5% to 17% among chüdren with dianhea in community-based studies (29),

HAstV belong to the Astroviridae family which complises a single genus,

Astrovirus (22),, The HAstV genome is a polyadenylated plus-stranded RNA

moleculeof about 7 kb organized in thieeopen reading ñames (ORFs): ORF la and

ORF Ib, at the 5' end of the genome, code for the nonstiuctural viial proteins, while

ORF2, at the 3' end, encodes the capsid proteins (8), According to the nucleotide

and amino acid sequence of a telatively conseived amino-teiminal legión of ORF2,

these viruses have been grouped into eight genotypes (13, 18), which have been

shown to enterely coirelate with the eight established HAstV serotypes (9-11, 27)..

Typing surveys indícate that HAstV type 1 is the móst prevalent, types 2 to 4 are

common, and types 5 to 7 are less common, while type 8 has only recently been

identified (4-6,16,17, 24),, These studies have shown that it is not uncommon to fínd

two oí more astroviius types circulating in one región duiing a given period of' time,

and have also desciibed vaiiations of the prevalent astrovims type with time (6, 11,

16,17,24,25,30),

66



67

The prevalence of' HAstV in children with no diaiiheic sympíoms has also

been determined, although in a more limited mimber of studies.. These viiuses have

been found in about 2,0% of the children analyzed (2, 3, 7, 28, 30) however, the

astrovirus types associated with these asymptomatic infections has not been

characteiized

In this study we have deteimined the fiequency of HAstV infection in

diaiiheic and nondiaiiheic children in five different localities of México; the

genotype diveisity of the HAstV strains associated to symptomatic and

asymptomatic infections and; the genetic diveisity of these sttains, We also evaluated

the coinfection of astrovimses with adenoviius 40/41 and with rotaviiuses,,
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MATERIALS AND METHODS

Stool specimens,, The samples included in this work were pait of a larger

study designed to determine the antigenic divetsity of rotaviius strains circulating in

México during the peiiod of Octobet 1994 to March 1995 (15, 20), Two groups of

samples were analyzed The first group compiised 710 rotavims-negative specimens:

355 fiom diaiiheic (symptomatic) and 355 ftom nondianheic (asymptomatic)

children,, The second group compiised 240 rotaviius-positive stools fiom 168

symptomatic and 72 asymptomatic children The symptomatic samples were

colíected fiom infánts admitted for acute dianhea to hospitals oí outpatients clinics,

while asymptomatic children were included fiom the outpatient clinics when they

requested medical attention for diseases other than diaiihea (15), This study was

caiiied out in five diffeient locations: México City; Tlaxcala, Tlaxcala; San Luis

Potosí, San Luis Potosí; Monteney, Nuevo León; and Metida, Yucatán

Astrovirus and adenovirus 40/41 detection. Fecal specimens weie tested

foi the presence of astioviiuses and enteiic adenoviiuses using commercial enzyme-

linked immunosoibent assays (EIA) (IDEIA-astiovims, Dako Diagnostics; Piemieie

Adenoclone-Type 40/41, Meiidian Diagnostics, Inc..).

RNA exíraction and PCR amplifkation of the 3'-terminal región of

HAstV ORF2. Total RNA was isolated directly fiom fecal samples,, The feces were

diluted in phosphate-buffered saline solution (pH 7,2) to a 10-20 % concentration,

extiacted with fieon, and ultracentiifuged (55,000 ipm, TLA 100,2 rotor, ÓPTIMA

68



69

TLX ultracentifuge, Beckman Instruments, Inc.) for 40 min at 4o C. The RNA in the

pellet was extiacted with Tiizol (trizol reagent, GIBCO, BRL) and resuspended in 10

\xl of sterile water. The viral RNA was used to amplify the ORF2 3'-teiminal región

by reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) The first cDNA

strand was synthesized at 42°C for 50 min using 1 ]x\ of témplate RNA and 1 ]xM of

primer End (23) in 20 \x\ of reaction mix containing 20 U of SuperScript RNase H'

reverse üansciiptase (GIBCO, BRL), The priméis used fot PCR were End and Beg

(23) fot genotypes 1 to 3, and 5 to 8; oí Beg-4 [5'-

GGGCTTGAGGAGGATCAAAC-3',nucleotides 1957-1976 in HAstV-4 (Z33883)

ORF2] and End for genotype 4 viiuses,, The PCR reaction was peifoimed in a 25 \xl

reaction mix containing 1 \x\ of cDNA, 1 U of Vent DNA polymeíase (New England,

Biolabs, Inc ) and 2 5 (iM of the PCR priméis The amplification conditions were 1

min at 94°C, thiity five amplification cycíes (94°C for 30 sec, 50°C for 30 sec and

72°C for 25 sec) and 15 min at 72° C The expected PCR fiagment sizes were 241

bp for genotypes 1,2, 3, 5, 7, and 8; 217 bp for genotype 6; and 362 bp foi genotype

4,, The PCR producís were analyzed on 2 % agarose gels and detected by ethidium

bromide staining,

Astrovirus genotyping. The PCR amplicons were extiacted and puiified

for sequencing with an ABI Piism DNA automatic sequencei, Model 377-18 (Peikin

Elmei), Sequence alignment was made by ClustalX analysis (ftp://ñp-igbmc,u-

stiasbg fi/pub/ClustalX/) of the nucleotide and amino acid sequences obtained in the

present work, together with the sequences in datábanles whose accession numbers are

listed next For HAstV-1: L23513 (1-Oxf), Y08627 (1-Noi/UK), S68561 (1-New),
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AF395734 (1-Hun-a), AF395733 (1-Hun-b), AY094088 (1-Safi-a), AY094086 (1-

Safi-b), AY094082 (1-Safi-c), AY094081 (1-Safr-d), AY094080, (1-Safi-e),

AY093655 (1-Safr-f), AY093654 (1-Safr-g), AY093652 (1-Safr-h), AF257225 (1-

SPM-a) and AF257222 (1-SPM-b) For HAstV-2: L06802 (2-Oxf), Y08628 (2-

Nor/UK), AY094085 (2-Safr-a), AY094084 (2-Safr-b), AY094079 (2-Sañ-c),

AF257229 (2-SPM-a) and AF257226 (2-SPM-b). For HAstV-3: AF141381 (3-

Ber:), AF257223 (3-SPM-a), AF257227 (3-SPM-b), AF395735 (1-Hun),

AY094090 (3-Safi-a), AY094087 (3-Safi-b), AY093650 (3-Safi-c), Y08629 (3-

NOÍ/UK) and AF 117209 (3-USA), For HAstV-4: Z33883 (4-Oxf), AF395736 (4-

Hun), AF257228 (4-SPM), AB025812 (4-Jap-a), AB025811 (4-Jap-b), AB025801

(4-Jap-c), AB025803 (4-íap-d), AB025802 (4-Jap-e), AB025809 (4-Jap-f),

AB025808 (4-Tap-g), AB025807 (4-Jap-h), AB025805 (4-íap-i), AB025804 (4-Jap-

j), AB025806 (4-Jap-k) and AB025810 (4-Jap-l), AY094092 (4-Safi), Y08630 (4-

Noi/UK) For HAstV-5: U15136 (5-Oxf), AB037274 (5-Chi-a), AB037273 (5-Chi-

b), AF 395737 (5-Hun), Y08631 (5-Noi/UK), AY094089 (5-Sañ-a), AY093651 (5-

Safi-b), and AF257224 (5-SPM).. For HAstV-6: Z46658 (6-Oxf), AB031031 (6-

Jap-a), AB031030 (6-Jap-b) and AY093653 (6-Safi). Foi HAstV-7: AF248738 (7-

Oxf), Y08632 (7-Noi/UK), AY094091 (7-Safi) and AF257221 (7-SPM) For

HAstV-8: Z66541 (8-RU), AF395738 (8-Hun), AF292079 (8-Safi-a), AY094083

(8-Safi-b), AY093649 (8-Safr-c) and AF260508 (Mei-8),, In paréntesis is shown

the conesponding nomenclatura used in Figs 1 and 3

All Usted sequences, including sequences obtained in the present work, weie

usedto deteiminetheORF2 3'-end intra- and intei-type genetic diversity (Table 1).
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They weie used also to constiuct the phylogenetic tree with ClustalX and TreeView

(http://taxonomy.200iogy.gla.ac.uk/10d/t1eeviewA piogt ams,,
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RESULTS AND DISCUSSION

HAstV prevalence in symptomatic and asymptomatic children.

Duiing the peiiod fiom October 1994 to March 1995 stool samples were collected

fiom chuchen less than 5 years oíd with and without dianhea in five locations of

México (México City, San Luis Potosí, Tlaxcala, Metida, and Monteney),, In a

previous study these samples had been screened foi rotaviruses, which were found to

be present in 54% (20) and 7% (unpublished results) of the symptomatic and

asymptomatic children, respectively In this study, the ptesenceof HAstV in a total of

710 lotaviius-negative samples (355 dianheic and 355 nondiaiiheic) was determined

by an enzyme immunoassay (EIA),, The prevalence of astroviruses in symptomatic

childien was 5 4% (19/355), while in asymptomatic children it was 2 5% (9/355); the

presence of astrovitus paiticles was confiímed by immunoelection micioscopy in 24

of the 28 EIA-positive samples,,

HAstV weie found in the five locations studied, indicating that these vituses

are widely disüibuted along the countiy, The pievalence of HAstV vaiied fiom 3%

(Monteney) to 11,3% (México City) within the symptomatic children, and fiom 0%

(San Luis Potosí) to 4,2% (Metida) within the asymptomatic childien (data not

shown), In general, a tendency to the association between the presence of HAstV and

dianheic symptoms was observed (%2 = 3,718, P - 0.054), although without

reaching statistical significance

The prevalence of HAstV in symptomatic childien found in this work is

similai to the frequency repoited fiom other regions of the woild, where it has been
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desciibed to fluctuate between 2 and 16% (2, 4, 16, 21, 25, 26, 28),, Likewise, the

HAstV prevalence found among the asymptomatic children is also similar to the

prevalence of around 2,0% observed in asymptomatic astroviius infections in

Bangladesh (28), France (2), Guatemala (3) and Thailand (7)

Genotype diversity of HAstV strains. To determine the genomic type

(genotype) of the detected HAstV strains, the 3'-end región of the genome, encoding

the 61 carboxy teiminal amino acids of ORF2 (excluding the 5 amino acids at the

caiboxy teiminus of the polyprotein) was amplifíed by RT-PCR and sequenced,,

This legión has been shown to be variable between strains belonging to different

serotypes (13), and phylogenetic analysis of a región somewhat larger than this

showed that eight genogioups can be differentiated, with different isolates of the

same serotype clustering together, indicating that typing antibodies differentiate

between phylogenetically distinct groups defíned by the 3'-end sequence of HAstV

ORF2(14,30),

The sequence of 20 (16 from symptomatic and 4 ftom asymptomatic

childien) out of the 28 detected HAstV stiains was deteimined The ORF2 fiagment

from the remaining 8 süains could not be amplifíed,, All typed astioviius süains had

sequences related to one of the eight known serotypes (Fig 1), and phylogenetic

analysis of all available sequences of the caiboxy terminal región of astioviius ORF2

showed that each Mexican isolate clusteied with one of the eight desciibed

genogioups (Fig, 2),, Four (25%) of the stiains fiom symptomatic childien clusteied

with genotype 1 HAstV stiains; foui (25%) with genotype 3 stiains; thiee (19%)
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with genotype 2; thiee (19%) with genotype 4 and; two (12%) with genotype 8

astroviruses. The four isolates detected in the samples fiom asymptomatic chüdren

were of types 1, 2, 3, and 8,, Of particular interés! was the fínding of' three genotype 8

strains in Mérida, since this astroviius type has only been spoiadically detected in

Australia (16), Egypt (17), South África (27) and Spain (6)..

The genotype diversity of HAstV found in this study, together with the

previous detection of HAstV types 1 to 5 and 7 in México City (30), indicates that

the eight known astroviius types circuíate in México. The high diversity of astroviius

types is not uncommon and has also been reported in counüies like Bangladesh,

Egypt, Spain, and England (6, 11, 17,28),,

The four HAstV types detected in the asymptomatic controls were also found

amongthe symptomatic children, having identical (types 1, 3, and 8) oí very similar

(type 2) sequences in the ORF2 región analyzed (Fig,, 1), These results suggest that

there is not an association between the HAstV infecting type and the presence oí

absence of diaiiheic symptoms, although a larger numbei of astroviius strains

isolated fiom symptomatic and asymptomatic infánts needs to be chaiacterized to

address this question

Genetic diversity of HAstV. In order to determine the genetic diveisity

(Gd) of the analyzed ORF2 región of HAstV, we calculated the intra- and inter-type

virus diversity using the amino acid sequences determined in this work togethei with

those previously reported (Table 1) The Gd was calculated as the quotient of the

number of amino acid changes divided by the total number of amino acid íesidues
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analyzed (61 for types 1, 2, 3, 5, 7, and 8; 59 fot type 4; and 53 fot type 6),, This

analysis showed that the intra-type Gd is always lower than that found between

different types (Table 1), Despite the fact that in some cases there is a low Gd

between viiuses that are classified as different types (for instance types 3 and 7, Gd

= 0 12 to 0 16), the intra-type Gd for type 3 (0 to 0,066) and type 7 (0 to 0 016)

viiuses is low enough to coirectly classify the HAstV sttains belonging to these

types

The analysis of the ORF2 amino acid sequences from the astrovirus strains

identified in this study showed that in some cases múltiple specimens fiom the same

location had identical sequence (Fig,, 1) For instance, all HAstV strains belonging to

types 1 and 8 fiom Méiida had the same intra-type sequence, regardless if they were

isolated fiom a symptomatic or asymptomatic patient oí if they were obtained from a

rotaviius-negative oí rotavims-positive (see below) sample; this was also the case f 6r

four of the five type 1 astrovirus strains fiom Monterrey (1-Mty-a) (Fig. 1),, In

addition, despite the ract that the type 4 stiains have the highest intra-type genetic

diversity (0 to 0 24, see Táble 1), the type 4 viiuses detected in this study weie all

veiy closely lelated (Gd 0,02) Similaily, the sequence of the foui identified type 2

strains (Fig,, 1; 2-DF, 2-Mty, 2-SLP, and 2-Tlx) difíéied between them at only one

oí two amino acid positions (Gd 0,02 to 0,03) HAstV type 3 was the most

conserved, as the six strains identified, fiom thiee different locations (two fiom

México City, two fiom Monterrey, and two fiom Tlaxcala) had all an identical

sequence,,
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In general, the Mexican HAstV strains belonging to a given type were more

similar among them than to strains of the same type isoíated frotn other paiís of the

world, however, there weie some exceptions, In HAstV type 1 viruses, almost all

Mexican strains that were detected, including those previously repoited (30), were

veiy closely related (Gd 0,02) However, four viruses ftom Monterrey (1 -Mty-a) had

a sequence identical to that of a strain fiom Newcastíe, England (1-New) and had

only one amino acid change (Gd < 0,02) compared to strains fiom Noiway/UK, and

Hungaiy (Fig,, 1) The type 3 Mexican strains characterized in this study had a

sequence identical to that of sttains fiom Norway/UK, United States, and South

Afiica, indicating that viiuses within this type are very conserved,, The type 4

Mexican sttains clustered together with one of the Japanese stiains pieviously

chaiacteiized (4-,Jap-c, Gd 0 to 0,02), but cleaily diffeied ñom othei1 Japanese

sttains (Gd 0,08 to 0,17) (Figs. 1 and 2),, The only type 6 (6-Mty) HAstV sttain

detected was different fiom other type 6 lepoited sttains fiom Tapan and Hungaiy,

andwas more closely related to a United Kingdom isolate Finally, the thiee type 8

stiains detected in Metida were similar to a South Afiican isolate (8-Safi-a; Gd

0,03), and weie more distant fiom the United Kingdom sttain (Gd 0,07),

The low intta-type RNA sequence diveisity obseived in this and a pievious

woik (19), is reñected in the conseived intta-type amino acid sequence of the ORF2

región analyzed This obseivation, togethei with the distinct difíeiences among types,

suggests that the difTeient asttoviras types diveiged long time ago, and suppoit the

idea that the serotype based on the reactivity of antibodies ate phylogenetically

distinct gioups (14, 19), The low intta-type genetic diveisity obseived might also be

useful to trace the oiigin and movement of HAstV sttains aiound the world
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Geographical distr ibution of the HAstV types. The disüibution of the

HAstV genotypes vaiied fiom one región to anothei (Fíg. 3),, The most widely

distributed were type 2 astroviruses, which were piesent in four of' the five locations

studied, while type 8 astioviiuses were found only in Mérida, whete they were as

prevalent (40%) as HAstV type 1 At least 2 different types were found to cocirculate

in each location, with the exception of San Luis Potosí, where only one sample was

found to be positive fot astrovirus,, In symptomatic children astrovirus types 1 and 3

were the most fiequently detected (25% each), howeveí, they were not piesent in all

locations studied; type 1 viiuses were found only in Méiida and Monterrey, while

type 3 viruses were detected only in México City and Tlaxcala. This sort of

heterogeneous distribution of astrovims types has also been observed in other

studies; for instance, in a survey caiiied out in fíve legions of Tapan, type 1 viiuses

were present in all locations studied, while the circulation of types 2 and 3, the other

two HAstV types identified, was limited to paiticular locations (24),,

Thus, although the eight HAstV types circuíate in México, their pievalence

vaiies fiom one location to anothei, and it also seems to depend on the peiiod of time

evaluated, since in a previous study cairied out in a small periurban community of

México City it was observed that the HAstV type distribution changed along the year

(30),, Thus, for instance, in a given year type 3 was detected fiom January to March,

while type 2 viruses weie found fiom April to August (30),, The teasons for the

variation of the pievalent HAstV types with time and location are, howeveí, unknown,
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Coinféction of astiovhuses, rotaviruses, and adcnovii uses. To assess

the ftequency of dual infections of HAstV and rotaviiuses, 240 rotaviius-positive

samples (167 dianheic and 73 nondianheic), randomly selected ftom the collection,

were tested for the presence of HAstV Astrovimses were found in 3% (5/167) of the

dianheic and in 2.7% (2/73) of the nondiaiiheic samples, HAstV types I (3/5), 3

(1/5) and 6 (1/5) were present in samples fiom symptomatic children, while one of

the two HAstV strains identified in the asymptomatic controls was of type 1 and the

other one could not be typed (Fig,, 1),

Despite the fáct that dual infections of human astioviiuses and rotaviiuses in

children with diaiihea are common (2, 4), it is not clear whethei the infection with

one of these viiuses fávors the infection by the second The obseivation in this study

that astioviiuses are found at similar ñequencies in both rotaviius-positive and

lotaviius-negative dianheic stools suggests that theie is not a syneigy between the

infection of these two viiuses

The presence of enteiic adenoviiuses was deteimined by EIA in the same

fecal samples that were used for asttoviius detection Adenoviiuses were piesent in

14 out of íhe 710 lotaviius-negative samples analyzed, In symptomatic childien

2,8% (10/355) of the samples weie positive for these viiuses, while in asymptomatic

childien theii prevalence was of 1,1 % (4/355) No coinfections between

adenoviiuses and HAstV were detected,, In the case of the rotaviius-positive samples,

dual infections of rotaviiuses and adenoviiuses were found in 1,2% (2/167) and

2 7% (2/73) of the samples fiom symptomatic and asymptomatic children,

íespectively,
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The asttoviius prevalence late found in this study was twice as high as that of

enteiic adenoviruses, but much lower than that repoited for lotaviiuses in the same

collection of samples,, Howeveí, to establish the relatíve epidemiological impoitance

of these and other gastrointestinal viiuses in symptomatic and asymptomatic

infections in México, it is impoitant to caiiy out additional studies that span at least

two consecutive years and several diffeient geogiaphical locations of the countiy,,

ESTA TESIS N
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Amino acid sequence alignment of the carboxy terminal región of ORF2

fiom different HAstV types The sequences within a given type are aligned with a

reférence strain whose serotype has been deteimined with serotyping antibodies., The

26 HAstV sequences obtained in the present study ate included in this alignment,

togethei with all sequences reported fot this región for HAstV isolated fiom different

paits of the world., The ñames of the conesponding Mexican asttoviius strains are

shown in bold, In parenthesis it is shown the number of HAstV strains found in this

study having identical sequence. The column S/A indícate if the HAstV strain was

isolated fiom a dianheic (S) oí nondiaiiheic (A) Children The RVH supeiindex in

this column indicates that the conesponding astroviius strain was identified in a

lotaviius-positive sample, Sequence numbeiing is according to the ORF2

polyprotein sequence of each reference strain,, Empty spaces indicate amino acid

identity. Ber - HAstV strain fiom Berlín, Germany,, Chi - strain fiom China,. DF -

strain fiom México City, México,, Hun - strain fiom Hungary, Jap - strain fiom

Japan Mer - strain fiom Mérida, México,, Mty - strain fiom Monterrey, México

New - stiain fiom Newcastle, England, Nor/UK - strain fiom Norway and/oí UK,,

Oxf - strain fiom Oxford, England Safr - strain fiom South África SLP - süain

fiom San Luis Potosí, México,, SPM - strain fiom San Pedio Mártir, México. Tlx -

strain fiom Tlaxcala, México,, UK - strain fiom United Kingdom USA - strain fiom

United States of America,, The letters a, b, c, etc.. indentify more than one specimen

fiom the same location,
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Fig. 2o Phylogenetic tree ofthe 61 amino acid tesidues región of ORF2 of isolates

fiom different locations of the World, including the sequences obtained in the

present study, The scale bar indicates an evolutionary distance of 0,1 amino acid

residue peí position in the sequence,, Sequences were obtained ñon the GenBank

datábase with the accession numbeis Usted in the section Materials and Methods

Fig. 3.. Geographical disttibution of'HAstV types identified in Mexican childien with

symptomatic and asymptomatic infections in five locations of México DF (México

City), SLP (San Luis Potosí), Tlx (Tlaxcala), Mer (Mérida) and Mty (Monterrey),,
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2. Aislamiento y caracterización del genoma de una cepa de Astil.

Como se mencionó, el conocimiento sobre la biología molecular de los AstH

es muy escaso. Así, con la finalidad de comenzar a estudiar a estos virus en nuestro

laboratorio, se adaptaron a crecer en la línea celular Caco-2 algunas cepas de AstH,

presentes en las muestras de heces analizadas, pertenecientes a los genotipos más

comunes (1,2 y 3) y al genotipo 8, De estas, por ser la cepa que mejor se propagaba

en cultivo celular y por pertenecer a un genotipo novedoso, se seleccionó, paia

caracterizar a la cepa de genotipo 8, la cual se denominó Yuc-8,

Se obtuvo la secuencia del genoma completo de la cepa Yuc-8, que representa

la primera secuencia del genoma completo de un AstH de genotipo 8. La

comparación de la secuencia completa de Yuc-8 con las otras cuatro secuencias

existentes mostró que el genoma de Yuc-8 presenta la organización genómica

característica de la familia Astroviridae,,

La comparación de la región de las poliproteínas no estructurales de Yuc-8,

con las secuencias correspondientes de los AstH de genotipo 1, 2 y 3, mostró un alto

nivel de conservación entre estas cepas (más del 93% de identidad a nivel de aa),, En

el ORÍ la se encontró una pequeña región de alta diversidad, alrededor de los

aminoácidos 767 y 790 (de acuerdo a la secuencia de Yuc-8), en donde las

secuencias de Yuc-8, AstH-1 y AstH-2 carecen de 7 residuos con respecto a la del

AstH-3, mientras que las secuencias de Yuc-8, AstH-2 y AstH-3 carecen de 15

aminoácidos con respecto a la del AstH-1 (Fig 1 a del artículo II)
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Se deteiminó que el ORF 2 de Yuc-8 codifica para una poliproteína de 782

aminoácidos, cuyo peso molecular es de aproximadamente 86.5 kDa La

comparación de la secuencia de aminoácidos predicha para la poliproteína del ORF 2

de los diferentes genotipos de astrovirus de humano, mostró que entre un mismo

genotipo estas secuencias presentan una identidad mayor al 94%, La secuencia de la

poliproteína de ORF 2 de la cepa Yuc-8 mostró una identidad del 94% con la

correspondiente secuencia de una cepa de genotipo 8 (Z66541) aislada en el Reino

Unido (Tabla uno del artículo I)

El alineamiento de las secuencias del ORF 2 de siete genotipos de AstH (Fig

Ib del artículo II) mostró la existencia de dos dominios distintos: un dominio muy

conservado (> 80%, de identidad) entre los diferentes genotipos, en la región amino

terminal (aa 1 a 415), en el cual se obeivaron sólo dos regiones variables entre los

residuos 292 a 319 (VR1) y 386 a 399 (VR2), y un dominio altamente variable (36 a

60% de identidad) entre los diferentes genotipos, en la región carboxilo terminal (aa

416 hasta el final de la poíiproteína) (Fig Ib, artículo II)

El análisis filogenético del ORF 2 mostró una relación genética diferente

entre los genotipos 1 a 8 al analizar estos dominios por separado El análisis de la

región amino terminal (dominio variable) mostró que los genotipos 2, 4 y 8 se

encontraron cercanamente agrupados, mientras que los genotipos 1, 3, 5 y 6

estuvieron relacionados en menor medida con este grupo (Fig 2a del artículo II),, Por

otro lado, el dendrograma generado al comparar el extremo carboxilo terminal

(dominio variable) del ORF 2 fue diferente, Los genotipos 4 y 8 se encontraron entre

los menos relacionados (Fig, 2b del artículo II),
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Artículo II

"Análisis molecular del genoma

de un astrovitus de humano de serotipo 8"
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Molecular analysis of a serotype 3 human astrovirus genome

Martha Méndez-Toss, Pedro Romero-Guido, Maria Elena Munguía, Ernesto Méndez
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Human astroviruses are an important cause of
gastroenteritis As part of a molecular epidemio-
logical study carried out in México a human astro-
virus isolate, Yuc-8, was adapted to grow in CaCo-
2 cells, and its entire genome was sequenced, A 15
amino acid deletíon in ORFia, which has been
associated with adaptation of astroviruses to grow
in cells other than CaCo-2, was present in Yuc-8
Comparative sequence analysis of the Yuc-8 ORF2
with reported human astrovirus sequences
revealed that this isolate belongs to genotype
(serotype) 8 Two distinct domains in ORF2 were
observed: an amino-terminaí domain (residues 1 to
415), with ¡dentities higher than 81 % among the
strains analysed, and a carboxy-terminal domain
(residues 416 to 782) with identities between 36
and 60%, Two non-superimposable phylogenetic
trees were generated by sepárate analysis of these
two domains, suggesting that a differential selec-
tive pressure is exerted along the structural poly-
protein

Human ashoviruses aie recognized as an impoitant cause
of infantile gastroenteritis around the world (Henmann et al,
1991) Astioviius virions are foimed by a non-enveloped
protein capsid which sunounds a genome consisting of a
positive-sense, single-stranded RNA molecule of 6 8 to 7 2 kb
in length (Jiang et al, 1993) The genomic RNA has three open
reading frames (ORFs) designated la. Ib and 2 ORFla and
ORFlb code apparentiy foi the nonstiuctural pioteins of the
vims; ORFla contains vital seiine protease and nucleai
locaíization signal motifs; ORFlb contains motifs suggestive
of an RNA-dependent RNA poíymeíase (Jiang et al, 1993;

Author for correspondence: Ernesto Méndez

Fax +52 73 17 2388 e-mail ernesto@ibtunam mx

The GenBank accession numberof the sequence reported in this paper

is AF260508

Willcocks et al, 1994 b) On the other hand, ORF2 encodes the
stiuctural vital polypeptides (Sanchez-Fauquiet et al, 1994)
The virus genome, which functions as the mRNA for the
nonstmctuial pioteins, is hanslated into two polyproteins
One comprises exclusively ORFla, while the other includes
both ORFla and ORFlb (Willcocks et al, 1999), and is
geneíated as result of a hanslational fiameshift occurring
between these two ORFs (Lewis & Matsui, 1997; Maiczinke et
al, 1994) It is thought that both nonstmctuial polyptoteins
are auto-processed by a viial protease encoded in ORFla
(Willcocks et al, 1999), On the othei hand, the stiuctuial
pioteins coded by ORF2 are hanslated from a subgenomic
RNA synthesized duiing replication of the virus A 36 to
90 kDa polyprotein is pioduced that is finally ptocessed into
three to five mature polypeptides (Bass & Qiu, 2000; Sanchez-
Fauquier et al, 1994) The subgenomic RNA is 3'-collineat with
the genomic RNA and both are polyadenylated (Monroe et al.,
1991, 199.3)

Based on the virus reactivity with polyclonal antibodies,
human ashovhuses (HAstVs) have been classified into seven
serotypes (HAstV-l to -7) (Henmann eí al, 1988) Phylo-
genetic giouping of HAstV based on nucleotide sequence
analysis of a limited región of ORF2 (Belliot et al, 1997; Noel
et al, 1995) showed a good correlation between genotype and
serotype, and recently the existence of an eighth HAstV
seiotype has been suggested based on genotyping of an
HAstV shain isolated in UK (Belliot et al, 1997) Only three
additional strains of this genotype 8 ashovhus- isolated in
Aushalia, Uganda and Ghaza, have been reported, which is
whyitis considered to be aiaie serotype (Mustafa et al, 2000).
In a recent multicenhic study cauied out in México (un-
published), it was round that six HAstV ser otypes (I to 4,6 and
8) co-ciiculated in a single period of ó months, with serotype
1 being the most frequent, as found in othet studies from
different geogiaphical regions {Gaggero et al, 1998; Noel &
Cubitt, 1994; Palombo & Bishop, 1996; Shashi et al, 1998) In
one of the locations (Mérida City, Yucatán) included in the
Mexican study, three of the eight HAstV shains detected
belonged to genotype 8 (assignment made based on the
sequence of the 3'-end of ORF2), suggesting that these shains
might be more epidemiologically lelevant than previousíy
recognized In this woik, we adapted one of the genotype 8

0001-7137 © 2000 SGM
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Table 1 Percentage amino acid identity between human astrovirus structural proteins of different serotypes

Numbers are percentage identity acording to a ClustalW analysis Foi simplicity. strains of the same serotype were named A, B, C and D
Accession numbers for sequences used to genérate the data in this table are Z25771, S6856I and 1,23513 for strains of HAstV-1; L41395,106802
and 113745 for strains of HAstV-2; AFI4138I and AF117209 for strains of HAstV-3; Z33883 and U15I36 for strains of HAstV-4 and HAstV-5,
respectively; Z46658 ABO31O3I.. ABO31O3O and AB013618 for HAstV-6 and Z6654I for HAstV-8 The Yuc-8 sequence was determined in this
work Bold letters denote ideniities between proteins of viruses belonging to the same serotype

Seiotype/
/ Strain

Yuc-8
HAstV-8

HAstV-1

HAstV-2

HAstV-3

HAstV-4

HAstV-5

HAstV-6

A

B

c
A

B

C

A

B

A

B

C

D

Yuc-8

100

94

70.9

70 9

70 8

69 6

69 5

69 6

716

72 1

69 2

73 3

72

717

716

717

8

100

68.5

68.5

68 5

67 8

67 6

67 8

69 3

69.4

67.3

70.6

70

70 3

70 3

70 3

A

100

100

97,6

68 3

68.1

68 3

75 3

75 2

612

69 3

70.2

71,4

713

7 1 4

1

B

100

97,3

68 3

68 1

68.3

75 3

75 2

612

69 3

70 2

71.4

713

714

Amino acid percentage identity

c

100

69 3

69.1

69 3

75 7

75 6

60 7

69 5

70 3

714

7 1 3

714

A

100

99 9

100

718

717

641

65

65.8

66.7

66 6

66.7

2

B

100

999

71 7

716

64

649

65 7

66 6

66 5

66 6

C

100

71.8

71 7

641

65

65 8

66 7

66 6

66 6

A

100

98,2

59 6

70 4

70 6

70 9

70 8

70 9

B

100

60

70 4

719

72 3

72 2

72 3

4

100

61 7

62 6

62 6

62 3

62 4

5

100

74

75 2

75 1

75.2

6

A 8 C D

100

95,5 100

95,4 99,6 100

95,5 99,7 99,9 100

HAstV strains {named Yuc-8) to grow in CaCo-2 cells, and
deteimined its complete genomic nucleotide sequence, the first
for an HAstV-8 stiain.

For isolation of the vims, a stool sample was diluted 1:2 in
PBS, extiacted with Freon, and filtered through a 0 22 nm
membrane This material was treated with trypsin (10 ng/ml)
fot 1 h at 37 °C, and inoculated into a CaCo-2 cell monolayer
After1 60 min, the inoculum was removed, fresh Eagle's
mínimum essential médium was added, and the cells were
incubated at 37 °C for 3 days The virus was harvested by
three fieeze-thaw cycles, and was passaged again in the same
cells, as desciibed above After seven passages, the presence of
the virus was confirmed by immune electrón micioscopy with
a hypeiimmune serum to HAstV-1 (Herrmann et al, 1990); by
ELISA (IDEIA Astro virus Dako); by immunocytochemistiy
with monoclonal antibody 8G4, which recognizes HAstV-1 to
-7 {Bass & Upadhyayula, 1997); and by RT-PCR with
oligonucleotides Mon244 and Mon245 (Noel eí al, 1995)
Total RNA from Yuc-8-infected cells was obtained with Tiizol
(Gibco-BRL), and used as témplate to ampíity the astrovirus
genome by RT-PCR. Reverse transcriptase SupeiScript Ií
(Gibco-BRL) and Vent DNA polymerase {New England

Biolabs) were used foi the RT-PCR leáctions, Oligonucleo-
tides synthesized were initiaily based on the previously
repoited sequence for HAsfcV-1 (accession no Z25771), and
subsequently based on the sequence obtained from Yuc-8 The
amplified DNA fragments weie sequenced with an ABI Prism
DNA automatic sequencer model 377-18 (Perkin Elmer) The
sequence of the 5' non-translated región (NTR) was determined
from a PCR fragment obtained with an upstream 20-mei
oligonucleotide corresponding to the 20 5'-end nudeotides
which are conserved among astroviius serotypes 1, 2 and 3
Nucleotide sequence of the 3' NTR was determined from a
DNA fragment obtained by RT-PCR with oligo(dT) and
oligonucleotide Beg (Saito et al, 1995) as primers. At least
thiee PCR fragments of a given región, amplified inde-
pendently, were used for determining the consensus sequence,

The full-length genomic RNA of HAstV Yuc-8 consists of
6759 bases, followed by a poly(A) tract It has a 5' NTR and a
i' NTR of 83 and 85 nucleotides, respectively, and it is
organized in three sequential open reading trames corre-
sponding to ORFs la, Ib and 2 (Jiangetal, 1993; Willcocks et
al, 1994i?) The encoded polyproteins have the chaiacteristic
motifs descríbed above



HAsiV-1 (6) HAstV-1

HAstV-6 HAstV-3

HAstV-5 r- YucS

HAstV-8 í— HAstV-8
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HAstV-4 HAstV-6

HAstV-2 HAstV-4

L- HAstV-3 HAstV-2

Fig. 2 Oendrograms showíng the genetic relatedness of the ORF2 amino acid sequence from astrovirus serotypes 1 to 6 and
8 (a) Conserved domain of ORF2 comprising amino acids 1 to 41 5 (£>) Hypervariabíe domain of ORF2 comprising amino
acids 416 to 782 (Yuc-8 numbering) The scale bars in (o) and {b) represent 10 amino acid substitutions per each 100
residues The dendrograms were generated with the GrowTree program of the Genetics Computer Group sequence analysis
package (http://gcg ceingebi.unam mx/gcg-bin/seqweb cgi), using the Kimura distance correction method and the neighbour-
joining construction method Accession numbers of the compared sequencesare: L23513 (HAstV-1) A45695 (HAstV-2),
AF141381 {HAstV-3),Z33883 (HAstV-4), U15136 {HAstV-5}, Z46658 (HAstV-6) and 266541 (HAstV-8) HAstV-7 was
not included ¡n this analysis since its complete sequence has not been repotted

Comparison of the non-structural polyprotein región of
astrovirus Yuc-8 with the conesponding sequence of viiuses
belonging to serotypes 1, 2 and 3 showed a high level of
conseí vation among these strains (highei than 93 % identity at
amino acid leveí) A small región of high vaiiability was found
around amino acids 767 and 790 in ORFla (numbering
according to the Yuc-8 sequence), wheie 7 and 15 residues
were missing in Yuc-8 and HAstV-2, as compared to HAstV-
3 and HAstV-1, respectively (Fig la, regions in/del I and
in/dei II, respectively) The absence of the 15 amino acid
residues at position 790 (región in/del II) has been associated
with the adaptation of astrovimses to HEK and U. CMK2 cells,
since viiuses grown in these cells, but not in CaCo-2 cells, lack
that región (Willcocks etal, 1994a) Yuc-8 is aíso missing those
15 residues despite its having been adapted í:o grow in CaCo-
2 cells, which suggests that the in/del región II, if it plays a
role, is not the only factor involved in adaptation of human
astrovimses to a specifíc cell !ine A more detailed analysis of
field and culture-adapted astrovirus strains is needed to resolve
this issue

ORF2 of Yuc-8 encodes a polyprotein of 782 amino acids,
with an estimated molecular mass of &6 5 kDa Comparison of
the predicted full-length ORF2 amino acid sequence from
viiuses of different serotypes and geographical regions

indicated a good correlation between genotype and serotype
Within one given seiotype where more than one ORF2
complete sequence has been reported, the strains were more
than 94 % identical (Table 1) Yuc-8 was thus confnmed as a
genotype (serotype) 8 virus, since it was more closely related
to an isolate of HAstV-8 from the United Kingdom (94%
identical) than to HAstV serotypes 1 to 6 (between 69 and
73% identity) (Table 1, Fig 2). Aíso, compaiison of the Yuc-8
sequence with the partial sequence (amino acid residues 82 to
200) ieported foi HAstV-7 reveaied an identity of 90%
between these two strains, the lowest valué for any pairwise
comparison when that specific región was considered (not
shown).

Knowledge about processing of the ORF2 structuial
polypiotein is limited It has been repoited that this poíy-
protein is first cleaved intracelluíaily at the conseived lysine
residue at position 71, to yield a protein of 79 kDa; in the
absence of tiypsín in the culture médium this seems to be the
end product, which can be incoipoiated into the mature virions
(Bass & Qiu, 2000) On the other hand, products of 34, 29 and
26 kDa (VP34, VP29 and VP26) are consistentfy found in
tiypsin-treated puiified viiuses (Bass & Qiu, 2000; Sanchez-
Fauquier et al, 1994). VP29 and VP26 were shown by N-
terminal sequence analysis to be generated by cleavage of the
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polyprotein of HAstV-2 at arginine residues 361 and 395,
respectiveiy (numbers based on the Yuc-8 sequence); thus,
these two proteins probably share their carboxy terminus
(Sanchez-Fauquier et al, 1994) Aig-361 (but not Arg-395) is
totally conseived among all astroviiuses sequenced to date as
are other trypsin-susceptible cleavage sites present at amino
acid residues 347, 354, 359, 365 and 380, which could
potentially serve as processing sites (Fig ib) This trypsin
cleavage región is surrounded by highly conserved regions,
which could play a stmctural role to make the cleavage sites
accessible for processing In rotaviiuses, the tiypsin cleavage
región on the VP4 protein, which is responsable for the
enhancement of vims infectivity, is also surrounded by highly
conseived regions (López et al, 1986)

Alignment of the ORF2 sequences of seven HAsfcV
serotypes (Fig Ib) showed the existence of two distinct
domains, which weie fiist obseived by Willcocks et al (1995)
who analysed three serotypes only. One conserved amino-
terminal domain spans amino acid residues 1 to 415, with
identities higher than 81% among the different seiotypes Two
short variable regions between residues 292 to 319 (VRl) and
386 to 399 (VR2), not tepoited previously, were observed in
this domain (Fig Ib) The highly variable second domain
(identities of 36 to 60% among serotypes) starts at amino acid
416 and extends to the end of the protein, but in contrast to the
report of Willcocks et al (1995), the conservation at the end of
the ORF2 was not observed among the serotypes (Fig. Ib).

Phylogenetic analysis of ORF2 showed a completely
different genetic relatedness among seiotypes 1 to 8 when
either of the two domains desciibed above was analysed The
phylogenetic tree generated by compaiison of the conserved
domain (Fig. 2a) was very similar to the trees reported
previously by Belliot et al (1997) and Noel et al (1995), who
analysed a región of 137 amino acids (residues 73 to 210 of
Yuc-8), Serotypes 2, 4 and 8 were found to be closely grouped,
while serotypes 1, 3, 5 and 6 were more distantly related to this
group (Fig. 2 a) On the othei hand, the dendrogram generated
by compaiison of the variable domain of ORF2 (residues 416
to 782) was quite different. Serotypes 4 and 8 were among the
least related (Fig 2 b), which íesulted in a phylogenetic tree
similai to that reported in another analysis including part of the
3'-end of the astroviius genome (Monceyron et ai. 1997) It is
likely that the variable carboxy-terminal domain of the ORF2
polypiotein is subjected to immunological pressure, which
probabíy contiibutes to the variability obseived In fact,
neutralizing antibodies which recognize VP29 and VP26 nave
been identifíed (Bass & Upadhyayula, 1997). Furtheimore, it is
of interest that the genetic relatedness obseived among the
vaiious HAstV serotypes, when the variable región was
analysed, differs so much from the lelationships found in the
conserved amino-teiminal half of the protein The selective
pressure that created these marked deviations from the
mutation rate of astroviruses could opérate differentially along
the ORF2 polyprotein, most likely as the result of a sum of

factors including, among others, the inhinsic stmctural con-
straints of the virus particie and the host immune response of
the particular1 populations infected On the othei hand, the
non-supeiimposable dendrograms shown in Fig 2 couíd also
be the result of intraserotypic ashovirus recombination,
suggested as previously {Belliot et al,: 1997; Jonassen et al,
1998) Whatever the reason for the observed variations, it is
evident that the genomic región chosen to compare different
HAstV strains shoúld take into account the differential
variability observed in the astiovirus genome, particularly that
of ORF2
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RESULTADOS ADICIONALES

Caracterización de la vía de procesamiento de la poliproteína del

ORF 2 de la cepa de AstH "Yuc-8"

Además de los resultados presentados anteriormente, duiante mi trabajo de

doctoiado participé en otro proyecto relacionado con el estudio de la vía del

procesamiento de la poliproteína precursora de las proteínas estructurales

(poliproteína del ORF2) del AstH aislado en nuestro laboratorio (Yuc-8),

Para la caracterización de la vía del procesamiento de la poliproteína

codificada en el ORF 2 de la cepa de AstH Yuc-8 se obtuvieron como productos de

fusión al extremo carboxilo terminal de la glutatión-S-transferasa, en Escherichia

coli, tres regiones de este ORF correspondientes a los aminoácidos 3 a 208

(polipéptido El), 209 a 341 (polipéptido E2), y 386 a 594 (polipéptido E3>. Las

proteínas fusionadas se utilizaron para generar sueros hiperinmunes en conejo

específicos para cada una de las regiones mencionadas (Fig,, 11) Además, se

generaron anticuerpos en ratón, dirigidos contra la región correspondiente a los

aminoácidos 4 a 20 del ORF 2 de AstH-1, utilizando un péptido sintético (KSN)

acolpado a una proteína acarreadora (Fig,, 11),
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782 aa

CjX(3-208aa)

"^2(209-341 aa)

• E3
(386-594 aa)

Fig 1 1 . Diagrama de las regiones del ORF 2 utilizadas pata la obtención de las
proteínas recombinantes de AstH contra las cuales se obtuvieron los anticuerpos anti E1,
anti E2 y anti E3 y, del péptido KSN utilizado para la obtención del anticuerpo anti KSN
Los subíndices entre paréntesis indican la posición de los residuos de aminoácidos
incluidos en cada una de las proteínas

Se infectaron células Caco-2 con Yuc-8 y se recolectaron a diferentes

tiempos postinfección. Las proteínas totales de las células infectadas se analizaron

por inmunotiansíérencia utilizando los sueíos anti-El, anti-E2, anti-E3 y anti-KSN,

Los anticuerpos anti-El, anti-E2 y anti-E3 reconocieron en las células infectadas

proteínas de 90 y 70 kDa (VP90 y VP70, respectivamente) las cuales no se

encontraron presentes en células con infección simulada (Fig, 1 del manuscrito III).

Parece ser que la proteína VP90 representa el producto primario de la traducción del

ORF 2 (cuyo peso molecular calculado en base a la composición de su secuencia de

aminoácidos es de 87 kDa) y que VP70 se deriva de VP90, El procesamiento

proteolítico de VP90 para dar origen a VP70 parece encontrarse asociado a la célula

ya que las muestras utilizadas en este ensayo se recolectaron después de haber

eliminado el medio de cultivo El suero anti-KSN detectó también a VP90 y VP70
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(no se muestra) Dado que VP70 es reconocida por el suero anti-KSN dirigido

contra los residuos 4 a 20, localizados en el extremo amino terminal de la

poliproteína del ORF 2, el procesamiento observado de VP90 no es equivalente al

reportado por Bass (3) quien reportó que el producto primario de la traducción del

ORF2 se procesa en su extremo amino terminal,

Se sabe que la infectividad de los AstH depende del tratamiento con tripsina

(29); sin embargo, el conocimiento acerca del procesamiento de la poliproteína

estructural del ORF2 con trpsina es limitado, Se ha reportado la presencia en las

partículas virales de proteínas que van desde 20 hasta 90 kDa (3, 6, 46, 61), Bass y

colaboradores reportaron que el producto inicial del ORF 2 (una proteína de 90 kDa)

se corta intracelularmente en el residuo Arg70 para dar origen a una proteína de 79

kDa (3), En ausencia de tripsina en el medio de cultivo se encontró esta proteína en

las partículas de astrovirus; sin embargo, en presencia de tripsina, las proteínas

detectadas fueron de 26, 29 y 34 kDa (3). Se demostró que los productos de 29 y 26

kDa (VP29 y VP26), que han sido identificados por diferentes autores de manera

consistente en los virus tratados con tripsina (3, 6,46, 61), se generan por el corte de

la poliproteína primaria del ORF 2 de AstH-2 en los residuos Arg361 y Arg395,

respectivamente, y que estas proteínas comparten su extremo carboxilo terminal (61)

Con la finalidad de conocer si las proteínas VP90 y VP70, identificadas

durante la infección de Yuc-8 en células Caco-2, se encuentran presentes en el virus

maduro y cuál es su procesamiento posterior al ser tratadas con tripsina, se

purificaron partículas virales de Yuc-8 obtenidas en ausencia de tripsina y se

encontró que contenían únicamente VP70 (Fig 2 del manuscrito III),, Al tratar a los
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virus con tripsina (10 ¡ig/ml) se observaron varios polipéptidos con pesos

moleculares desde 25 hasta 41 kDa (Fig 2A del manuscrito III),, Con el tratamiento

de los virus con la máxima concentración de tripsina utilizada (400 jig/ml) se

acumularon tres productos predominantes de 34, 27 y 25 kDa, Al determinar el

efecto del tratamiento con tripsina sobre la infectividad del virus se encontró que los

viius que contenían únicamente VP70 presentaban una infectividad basal, la cual

varió alrededor de 104 unidades de focos fluorescentes/ml en diferentes

experimentos El tratamiento de los viius con diferentes concentraciones de tripsina

mostró que la infectividad se incrementa en más de 100 veces al utilizar

concentraciones por encima de los 100 ¡ig/ml (Fig 2B del manuscrito 3) Es decir, la

mayor infectividad del virus alcanzada correlaciona con la presencia de las proteínas

VP34, VP27 y VP25 que, al parecer, son los productos finales del procesamiento de

la poliproteína precursora VP90,

Para determinar la via del procesamiento de VP70, las partículas virales

purificadas se trataron con concentraciones de tripsina que se iban incrementando en

10 veces (comenzando a 0.1 Lig/ml) y los intermediarios proteicos del procesamiento

se identificaron por inmunotransférencía utilizando los sueros obtenidos contra las

proteínas recombinantes El, E2 y E3, El tratamiento de las partículas de Yuc-8

purificadas con diferentes cantidades de tripsina reveló que VP70 se procesa de

manera ordenada (Fig,, 3 del manuscrito III), Los primeros dos productos del corte

detectados (con l|Xg/ml) fueron VP41 y VP28 los cuales representan los extremos

amino y carboxilo terminales, respectivamente, de VP70,, La proteína VP41 fue

reconocida por los anticuerpos KSK (Fig, 3A del manuscrito III), anti El (no se

muestra), y anti E2 (Fig,, 3B del manuscrito III) mientras que la proteína VP28 fue
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detectada por el anticuerpo anti E3 (Fig.. 3C del manuscrito III), Posteiioimente

VP41 se procesó pata dar origen a VP38..5 y VP35 (Fig, 3A y 3B, línea lOjjg/ml, del

manuscrito III) Con 100 |¿g/ml de tripsina, VP41 y VP38..5 desaparecieron para dai

origen a los poiipéptidos VP35 y VP34 (Fig, 3A y B del manuscrito III), mientras

que a la concentración más alta de tripsina utilizada (400 |Xg/ml [Fig, 2A del

manuscrito III]), VP34 fue el único producto derivado de VP41 que se detectó La

reactividad de todos estos polipéptidos con el antisuero KSN dirigido contra los

residuos 4 a 20 del ORF 2, indica que estas proteínas se producen por el

procesamiento del extremo carboxilo terminal de VP41 (Fig, 3A del manuscrito III)

El corte posterior de VP28 con tripsina resultó en la generación de los

polipéptidos VP27 y VP25 (Fig 3C, 10 y 100 iig de tripsina/ml), Estas proteínas

fueron reconocidas por el suero anti-E3 y no por los anticuerpos contra E2 o KSN

(Fig,, 3C)

Para determinar los sitios exactos del corte con tripsina en VP70, las

proteínas VP70, VP34, VP28, VP27, y VP25 se trataron para secuenciar sus

extremos amino terminales, Se encontró que VP70 y VP34 tienen el extremo amino

terminal bloqueado,, Las proteínas VP28 y VP27 presentan la misma secuencia

amino terminal lo cual indica que el corte que las genera ocurre en el residuo Arg393

y que la diferencia entre ellas se encuentra en su extremo carboxilo terminal,, La

secuencia amino terminal de VP25 reveló que esta proteína se deriva de VP28 como

resultado de un corte en el residuo Arg423, A pesar de que VP25 y la tripsina

comigran, la secuenciación de la banda de 25 kDa reveló solamente a la pioteína de

astrovirus debido, probablemente a que el extremo amino terminal de la tripsina se
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encuentra bloqueado La figura 4 del manuscrito III muestra la secuencia

aminoterminal de VP28, VP27 y VP25 de Yuc-8 en el contexto de las secuencias de

los ocho ser otipos de astiovirus de humano alineadas

Finalmente, en la Figura 5, se muestra el esquema de la vía del procesamiento

propuesta para la poliproteína VP90,
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Artículo III

"Procesamiento proteolítico de la poliproteína del

ORF2 de un astro viras de humano de serotipo 8"
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Astrovkuses require the proteolytic cleavage oí the capsid protein to infecí the host cell. Here we describe
the processing pathway of the primaty tianslation product of the structural polypiotein (ORF2) encoded by a
human astrovirus serotype 8 (stiain Yuc8), The ptimary translation pioduct of ORF2 is of approximately 90
kDa, which is subsequently cleaved to yield a 70-kDa protein (VP70) which is assembled into the viral paiticles,
Limited tiypsin treatment of pui ifted pai ticles containing VP70 results in the genei ation of polypeptides VP41
and VP28, which are then fuither processed to proteins of 38 5, 35, and 34 kDa and 27, 26, and 25 kDa,
respectively VP34, VP27 and VP25 are the predominan! proteins in fully cleaved virions, which conelate with
the highest level of infectivity,, Processing of the VP41 protein to yield VP38 5 to VP34 polypeptides occuired
at its carboxy teiminus, as suggested by immunoblot analysis using hypeiimmune sera to different regions of
the ORF2, while processing of VP28 to genérate VP27 and VP25 occurred at its carboxy and amino terminus,
íespectively, as determined by immunoblot, as weU as by N-teiminal sequencing of those producís,, Based on
these data, the processing pathway fbr the 90-kDa piimary product of astrovims Yuc8 ORF2 is presented

Human astioviiuses (HAstV) have been found to be a fie-
quent cause of gastroenteritis among young children woild-
wide (5, 7, 8, 15). The viiions are formed by a nonenveloped
piotein capsid and a positive-stianded RNA genome of ap-
proximately 7 kb (9, 22). The RNA genome has three open
reading ñames (ORFs) (ORFla, -Ib, and -2), each encoding at
least one polyprotein. The ORFla contains viial seiine pro-
tease and nucleai localization signal raotifs, whereas the
ORFlb has an RNA-dependent RNA poíymeíase motif (9,
22).. The producís of ORFla and ORFlb aie synthesized frora
the genomic RNA as two polyproteins, with the iattei being
produced as a polypiotein la-Ib (approximately 160 kDa)
thiough a fiameshift tianslational mechanism (12-14), It is
believed that the producís of these ORFs, processed to smalleí
polypeptides by the viral protease, are involved in the viial
RNA replication, ORF2, of appioximately 780 amino acid
íesidues, depending on the strain (21), codes fbi the stiuctural
virus polypeptides (18), The structural polyprotein is ttansíated
from a polyadenylated subgenomic RNA produced at high
levéis during infection, which is 3'-colinear with the genomic
RNA (17) Based on the homology among stiains belonging to
different serotypes, at least two domains in the pioduct of this
ORF have been predicted (16, 21) The fiíst domain includes
amino acid íesidues 1 to 415, and it is highly conseived among
all the human serotypes and some viiuses from animal oiigin;
the second domain (amino acid 416 to the end) is highly di-
veigent among human seiotypes (10f 16, 21, 23), Neutralizing

* Coiresponding author Mailing addiess: Departamento de Ge-
nética y Fisiología Molecular, Instituto de Biotecnología, Universidad
Nacional Autónoma de México, Apartado Postal 510-3, Colonia Mira-
val, Cuernavaca, Morelos 62250, México Phone: (52)(7)329-1612 Fax:
(52) (7)317-2388 E-mail: emesto@ibt unammx

epitopes have been mapped to the second domain (3, 20);
therefoie, it is likely that this hypervaiiable región is exposed
on the viral particle, It is known that astrovirus infectivity is
dependent on tiypsin treatment (11); however, knowledge
about the processing of the ORF2 stiuctural polyprotein with
tiypsin is limited Proteins of 20 to 90 kDa (2, 4, 18, 20) have
been lepoited to be present in viral particles. Bass et al. re-
poited that the mitial product of ORF2 (a 90-kDa piotein) is
cleaved intracellularly at Aig70 to yield a protein of 79 kDa (2),
In the absence of trypsin in the culture médium this piotein
was found in the astrovirus particles; however, in the presence
of tiypsin, the proteins found in the partióles were 26, 29, and
34 kDa (2) The producís of 29 and 26 kDa (VP29and VP26),
which have been consistently found in tiypsin-tieated viiuses
by seveial authors (2,4,18,20), were shown to be generated by
cleavage of the piimáiy ORF2 HAstV-2 polypiotein at Arg361

and Arg39S, íespectively, sharing theii carboxy teiminus (20),
Given this obseivation, the pioducts of 34 and 29 kDa would
not represent the whole protein of 79 kDa found in untreated
pai ticles, suggesting that additional polypeptides, which have
not been identified, should i esult aftei trypsin treatment of the
paiticles In oidei to contiibute to a better understanding of
the processing of the ORF2 polyprotein of HAstV we have
characteiized the proteolytic pathway of the ORF2 polyprotein
of a serotype 8 human astroviius,

MAIERIALS AND MEIHODS

Virus and eells. The colon carcinoma cell line Caco-2. obtained from the
American Type Culture Collection, was used throughout this wotk The cells
were cultured in a CO2 atmosphete at 37°C with minimum essential médium
(Eagle's salts) (MEM) supplemented with glutamine, penicilün, streptomycLn,
and 15% fetal bovine serum The astrovirus stiain Yuc8 was isolated from a
natural infection and adapted to grow in Caco-2 cells (16) Duiing this work
virus passages 7 to 11 were used To propágate the viius; cells were washed twice
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FIG. 1 Se:a to recombinant Yuc8 proteins tecognize 90- and 70-kDa proteins in Yuc8-infected cells. A monolayei of Yuc8-infected Caco-2

cells was washed with PBS twice at 24, 48, and 120 h postinfection (hpi) and lysed in a buffer containing 50 raM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl,
and 0 5% SDS, plus phenylmethylsulfonyl fluoride and leupeptin as protease inhíbitors A lysate of mock-ínfected cells was included as a control
Cell lysates were homogenized and centtifuged at 14,000 X g to discard the pellet Supematant was collected and loaded in an SDS-15%
polyaciylamide gel for immunoblot analysis with the indicated seía. The migration of the molecular mass markers (in kilodaltons) (indicated by
a protein ladder [GIBCO] for anti-El and prestained protein standards [GIBCO] for anti-E2 and anti-E3) and of the viral proteins is indicated

with MEM without fetal bovúie serum and inoculated with Yuc8 previously
treated with 10 p,g of trypsin/ml for 30 min at 37°C (Trypsin 1:250; GIBCO),
resuiting in multiplicities of infection lower than 0 01 Adsorption of the virus to
the cells was for 1 h at 37°C, the inoculum was removed, and MEM without
serum containing 3 3 |¿g of trypsin/ml was added Under our conditions, normal
Caco-2 cells detached at highei trypsin concenttations for long incubation peri-
ods The infected cells were incubated at 37"C and harvested 3 days postinfec-
tion, or when cytopathic effect was evident.

Purification of Yuc8, Yuc8-infected Caco-2 cells were frozen and thawed three
times, and the cell lysate was centiifuged at 25000 rpm foi 4 h (Beckman SW28
rotor) A1I the steps during viial purification were carried out at 4°C The pellet
was resuspended in TNE buffer (50 mM Tris [pH 7 4], 01 M NaCI, 10 mM
EDTA) and extracted once with Genetron (trichlorotriftioromethane), and the
supematant was collected after centrifugation at 6,000 rpm fox 30 min (16F6-38
rotor; Brinkmann); this was further ultracentrifuged at 40,000 ipm fot 2 h
(SW50 1 rotor; Beckman), and the resuiting pellet was resuspended in INE
buffer and loaded in a cesium chloride solution {initial density 1 36), A density
gradient was formed during ultracentrifugation for 16 to 18 h at 35,000 rpm
(SW50.1 rotor; Beckman), and the opalescent band corresponding to viral par-
ticles was collected with a syringe and diluted in TNE buffer This suspensión was
again ultracentrifuged at 40,000 rpm for 2.5 h {SW501 rotor; Beckman), and
finally the pellet was resuspended in TNE buffet and stored at 4°C. Infectivity
assays were performed to assure the identity of the purified partióles This
preparation was used for further studies

Astrovirus recombinant proteins and sera. Clones expressing the recombinant
astrovirus proteins were constructed in the pGEX4T vectors (Pharmacia), using
standard methods (19). Proteins El (including arnino acid residues 3 to 208 of
0RF2), E2 {residues 209 to 341), and E3 {residues 386 to 594) were fused to the
carboxy-terminus of glutathione^S-transferase (GST) and expressed in Esche-
richia coli Since recombinant proteins were insoluble, they were purified by
electroelution from sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gels and quan-
tified Approximately 100 ^g o£ each protein was mixed with Freund's complete
adjuvant and subcutaneously inoculated into New Zeaíand rabbits Three further
inoculations of the protein into Freund's incomplete adjuvant were done at
15-day intervals A peptide with the sequence KSNKQVTVEVSNGRNRC
(named KSN), corresponding to residues 4 to 20 of HAstV-1 ORF2 (synthesized
by Research Genetics Co.) was coupled with keyhole limpet hemocyanin (KtH)
(Imject maleimide activated-ICLH; Pierce) following the manufacturer's recom-

mendations Ihe KLH-conjugated peptide was inoculated into BALB/c mice,
following the same protocol used for the recombinant proteins. Sera were col-
lected 2 weeks after the fourth ¡noculation

Vital infectivity Caco-2 cells were grown on glass slides and infected as
mentioned above Sixteen to eighteen hours postinfection, cells were washed
with phosphate-buffered saline (PBS) and fixed with 2% p-formaldehyde for 15
min at room temperature Cells were permeabilized with 0 05% Tritón X-1G0 in
PBS for 15 min at room temperature and blocked for 1 h with 1% bovine serum
albumin (fraction V; GIBCO). The serum raised against the E2 astrovirus pro-
tein described above was used as the primary antibody, and a secondary antibody
conjugated to Alexa (goat anti-rabbit immunoglobulín G-Alexa488; Molecular
Probes) was used for detection Cells were washed four times with PBS-NH4C1
{50 mM) after every incubation step Ihe infectivity of the purified Yuc8 virus
was determined by counting the infected cells and reported as fluorescent focus
units per milfiliter

Tiypsin digestión of purified virus and protein analysis Purificó virus was
treated with different trypsin concentrations (0 to 400 M.g/ml) [i,(tosyiamido"2-
phenyl)ethyl chloromethyl ketone (TPCK) treated, >180 U/mg; Worthington]
for 1 h at room temperature Each treated sample was split into fractions and
used as follows: one fraction was employed to determine the viral infectivity
immediately after trypsin treatment, and the other fractions were run in SDS-
polyacrylamidf: gels. One gel was stained with silver, and the others were used for
immunoblot analysis using the sera raised against the recombinant astrovirus
proteins (each diluted 1:4,000 in PBS); a horseradish peroxidase-linked antibody
to r abbit or mouse immunoglobulin G was then added for 1 h, and the antibody-
antigen complex was detected with the Western blot chemiluminescence reagent
(Renaissance; NEN Life Science Products), As a control, one well in each of the
polyacrylamide geis was loaded with no virus but with the highest amount of
trypsin used for virus digestión

N-teiminal protein scquencing purified virus particles were treated with 10
and 200 fig/ml of trypsin., as described above. Samples were separated by SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to a polyvinylidene fluoride
membrane (PVDF-Plus 0 1 fun; Osmonics) for 1 h at 50 V in CAPS [3-(cyclo-
hexylamino)-l-propane sulfonic acid] buffer (10 mM CAPS [pH 11], 10% meth-
anol) All reagents used were freshly prepared and filtered through a 0 22-[tm-
pore-size membrane. Gels were allowed to polymerize ovemight at room
temperature Transferred proteins were visualized by staining with Ponceau-S,
and the bands were excised, washed thoroughly with MUliQ water and dried in
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FIG 2 Tiypsin treatment of puiified Yuc8 particles cleaves VP70
into seveial polypeptides and enhances the virus infectivity Purified
Yuc8 astroviras was treated with the indicated concentrations of
IPCK-treated trypsin foi 1 h at room temperatura Each sample was
then divided in two portions which were eithei run in an SDS-12 5%
polyacrylamide gel and stained with silver (A) or used to determine
vital infectivity (B). (A) Trypsin aíone (400 |xg/ml) was used as a
control, migiating as a 25-kDa protein (rightmost lañe). The molecular,
mass standards (in kilodaltons) (protein ladder; GIBCO) and the po-
sitions of the viral proteins are marked The assignroent of the molec-
ulai mass for the viral proteins was made based on their average
migration in several experiments and different standards, as reference
The infectivity was determined by quantification of the infected cells
detected by imtnunofluorescence and expressed as n-fold enhance-
ment

a dust-free environment PVDF membranes were sent fot sequencing to the
Harvard Microchemistry Facility (Harvard University) VP70 was obtained from
samples with no trypsin treatment; VP28 was obtained from digestión of purified
particles with 10 j¿g of trypsin/ml; and VP34, VP27, and VP25 were obtained
from samples treated with 200 fj,g of trypsin/ml (see Fig 2)

RESULTS

The intiacellular piocessing of the ORF2 piimaiy product
of Yuc8 is litnited,, To study the cleavage pathway of the pii-
mary product encoded by a HAstV serotype 8 (stiain Yuc8)
ORF2, three legions of this ORF containing eithei amino acid
residues 3 to 208 (polypeptide El), 209 to 341 (E2), oí 386 to
594 (E3) were synthesized in bacteiia as C-terminal fusión
producís with GST, and the fusión pioteins weie used to gen-
érate region-specific hypeiimmune rabbit seía (see Fig 5A)
Also, antibodies to a synthetic peptide (named KSN) compiis-
ing amino acids 4 to 20 of the HAstV-1 ORF2 were geneíated
in mice

Total proteins of Yuc8-infected ceíls, harvested at different
times postinfection, weie analyzed by immunoblotting with the
seía mentioned above. Ihe anti-El, anti-E2, and anti-E3 seía
recognized proteins of 90 and 70 kDa (heieaftei named with
the prefix VP) in infected, but not in mock-infected, cells (Fig
1) VP90 most probably represents the piimary tianslation
pioduct of ORF2 (whose calcuíated molecular mass based in
its amino acid sequence is 87 kDa), while VP70 appears to be
deiived from VP90 The cíeavage of VP90 to yield VP70 seems
to be cell-associated since the piotein samples used in this
analysis were harvested aftei removing the culture médium;
however, it does not represent a cleavage equívalent to that
pieviously reported by Bass (2), based on the VP70 recognition
by antibodies to the residues 4 to 20 of ORF2 (anti-KSN; see
next section and Fig, 3A). Ihe 20-kDa polypeptide that is
presumably cleaved ofí from VP90 was not detected with any
of the available seía Ihe antibodies to KSN detected the same
viial pioteins as the antibodies to El, E2, and E3 (not shown)..

Tiypsin treatment of Yuc8 viius íesults in an oidered pro-
cessing of VP70 and enhancement of the viral infectivity. Ce-
sium chloiide-purified untreated Yuc8 virus paiticles were
found to contain exclusively VP70 (Fig 2); hpweveí, when the
viiions were treated with trypsin (10 n-g/ml), seven polypep-
tides in the range of 25 to 41 kDa were obseived (Fig. 2A) At
the highest tiypsin concentiation used, thiee predominant
producís of 34, 27, and 25 kDa accumulated No products
below 25 kDa were detected in gels with a higher concenti ation
of polyaciylamide (not shown). When the efEect of tiypsin
tieatment on viral infectivity was deteimined, we found that
the viius containing only VP70 showed a low basal infectivity,
which varied aiound 104 fluoiescent focus units/ml in the var-
ious expeiiments The viius infectivity increased only slightly
when the virions were treated with trypsin at 10 ng/ml, but it
was enhanced moie than 100-fbld aftei digestión with tiypsin
concentrations higher than 100 ug/ml (Fig. 2B) Thus, the
highest viral infectivity reached correlated with the presence of
pioteins VP34, VP27, and VP25, which seem to be the final
tiypsin piocessing products of the VP90 polyprotein piecursor

To determine the piocessing pathway of VP70, purified virus
paiticíes were tieated with 10-fold-increasing tiypsin concen-
tiations (staiting at 0.1 ug/ml) and the processing protein in-
teimediates were identified by immunoblot using the seía to
the GST-fusion pioteins desciibed above. Treatment of Yuc8

IU
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FIG. 3 Processing of the VP70 protein by tiypsin is oidered. Purified Yuc8 astrovirus paitícles were treated with the indicated trypsin

concentiations, as mentioned in Fig 2, and each sample was divided in equal paits to lun three independent SDS-12.5% polyacrylamide gels and
transfeired to nitrocellulose. Each blot was incubated with eithei anti-KSN (A), anti-E2 (B), oí anti-E3 (C) antibodies As a control, 100 p,g of
trypsin/ml was included (lightmost lañe in paneís B and C). Note that anti-E2 (B), but not antí-E3 (C), paitiaHy cross-reacts with trypsin (25 kDa).
An additional -69-kDa band detected by anti-E3 (C) is not of vhal oiigin, since it appeais in the tiypsin-alone lañe. The position of the viral
proteins and of trypsin are indicated as weli as of the molecular mass markers (protein ladder; GIBCO). The infectivities of these samples were
also determined, confiíming that the enhancement of infectivity incieased slightly with trypsin at 10 fig/ml and was higher at 100 p;,g/ml, as shown
in Fig 2

purified paiticles with various trypsin amounts revealed that
VP70 was processed in an orderly fashion (Fig, 3), The first two
detected cleavage producís (at 1 jj.g/ml) were VP41 and VP28,
which represent the amino and caiboxy.teimini of VP70, re-
spectively, since VP41 was recognized by the antibodies to
KSN (Fig 3A), E l (not shown), and E2 (Fig., 3B), while VP28
was detected by the anti-E3 serum (Fig. 3C), VP41 was further
processed into the polypeptides VP38 5 and VP35 (Fig. 3A and
B, lañe 10 ixg/ml)., With trypsin at 100 ¡xg/ml, VP41 and VP38 5
disappeared to yield polypeptides VP35 and VP34 (Fig 3A
and B), while at the highest trypsin concentiation employed
(400 jjt,g/ral [Fig 2A]), VP34 was the only product derived from
VP41 that was detected. The reactivity of all these polypep-
tides with the KSN antiseium, raised to residues 4 to 20 of
ORF2, indicates that they are pioduced by processing of the
carboxy terminus of VP41 (Fig. 3A) Antibodies to E2 recog-
nized a 25-kDa band with trypsin at 100 |ig/ml; however, that
band seems to coirespond to tiypsin, based on the signal ob-
served in the well loaded with the enzyme alone (Fig 3B)

Further cleavage of VP28 by trypsin resulted in the genera-
tion of polypeptides VP27 and VP25 (Fig 3C, 10 and 100 \xg
of trypsin/ml), These pioteins were recognized by the anti-E3
seíum and not by antibodies to E2 oí KSN In Fig 3C, the
lower band recognized by anti-E3 seems to conespond to
VP25 and not to VP26, since the lattei protein was in veiy low
amounts and transiently produced (detected only at 10 jxg of
trypsin/ml). The VP25 protein obseived by silveí staining in

Fig. 2A comigrates with tiypsin, which raised the possibility
that this protein was not of viial origin, However, as obseived
in Fig. 3C, that band is recognized by antibodies to E3 when
vims was present (lañe Yuc8,100 [xg/ml), but not when tiypsin
alone was loaded into the gel (Fig 3C, the rightmost lañe).

N-tei'imnal sequeace of the vital pioteins., To deteimine the
exact trypsin cleavage sites in VP70, pioteins VP70, VP34,
VP28, VP27, and VP25 were sepaiated by SDS-polyacrylamide
gel electiophoresis and tiansfeired to PVDF membianes for
N-teiminal sequencing VP70 and VF34 were found to have a
blocked amino teiminus.. VP28 and VP27 weie found to have
the same amino-terminal sequence (QSNPVRTTXQFT ),
indicating that the cleavage that geneíates them occuis at
Aig393 and that the difference between them is at theii cai-
boxy-end,. The N-teiminal sequence of VP25 (SIPEPG
EQFRVL . ,) revealed that this protein is in fact deiived from
VP28 as a íesult of a cleavage at Arg423 Although VP25 and
tiypsin comigiate, sequencing of the 25-kDa band by Edman
degiadation revealed excíusively the astrovjius piotein, prob-
ably because the N teiminus of tiypsin may be blocked, Figure
4 shows the N-teiminal sequence of VP28, VP27, and VP25 of
Yuc8 in the context of the aligned sequences of eight human
astroviius serotypes,

DISCUSSION

In this study we describe the processing pathway of a seío-
type 8 human astroviius ORF2 polypiotein. The initial pío-
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FIG. 4. N-terminal sequence of VP28-derived proteins Purified Yuc8 particies were tiypsin treated and electroblotted to PVDF membianes.

VP28, VP27, and VP25 were purified, and the N termini were sequenced. The sequence alignment of eight HAstV serotypes between residues 287
and 459 of ORF2 is shown The cleavage sites foi the proteins VP28, VP27, and VP25 (boxes marked by biack anows) and the amino acid residues
which could potentially represent the carboxy end of the VP41-derived proteins (boxes at the amino acid residues 299,313,347, 354, 359, 361, and
365) ate indicated The cleavage sites foi the proteins VP29 and VP26 of HAstV-2, previously desciibed (20), are also indicated (white anows).
The dots along the sequence denote identity, and only amino acid changes are marked The previously desciibed variable regions VR1 and VR2
and part of VR3 (16) are undeiíined The common astrovirus epitope predicted (21) is maiked with asterisks, 'The numbers below the sequences
indícate the amino acid position based on the Yuc8 sequence. Sequence alignment was made by Clustalw analysis (http://www ebi ac.uk/clustalw/)
using sequences with-accession numbeis L23513 (HAstV-1), A45695 (HAstV-2), AF14l381(HAstV-3), Z33883 (HAstV-4), U15136 (HAstV-5),
Z46658 (HAstV-6), Z66541 (HAstV-8), and AF260508 (Yuc8)

cessing of the piimary product, VP90, seems to be cell associ-
ated and yieíds VP70, which is assembled to foim the viiion, In
contrast to what was desciibed by Bass and Qiu for a serotype
1 stiain (2), the cell-associated processing of Yuc8 VP90 does
not occui at Arg70 but lather occuis at its carboxy terminus,
since VP90 and VP70 are both recognized by the KSN anti-
seium, which is diiecíed to the residues 4 to 20 of the ORF2
Processing at Aig70 in HAstV-1 (2) would elimínate an argin-
ine-iich fragment from the mature capsid protein, which is
highly conserved among astroviiuses Arginine residues have a
high afíinity for RNA (24), and similar basic regions have been
suggested to be important fox genome encapsidation in some
RNA vir-uses, like alfalfa mosaic (1) and Sindbis (6) virases.
Thus, it malíes sense that this fragment is pieseived in VP70,
wheie it may play an important stmctural role in the matuie
particle, by inteíacting with the RNA genome, The 20-kDa
protein, which would be cleaved off from the caiboxy-terminus
of VP90 in Yuc8, to yield VP70, was not detected with the
available sera, and furthei studies are requhed to deteimine
the fate of this polypeptide, It also remains to be identiñed
which protease is responsible for the VP90 cleavage. Although
intraceliular processing of VP90 to VP70 seems to be slow,
given that VP70 is barely detected at 48 h with anti-E2 but
clearly detected at 120 h with all sera (Fig 1), it is possibíe that

VP70, once produced, is assembled and released to the super-
natant, Accordingly, Sanchez-Fauquier1 (20) repoited that the
protein assembled in the viiion is mainly present in the culture
supernatant

Based on the present work, we piopose a processing path-
way foi VP90 (Fig, 5) VP90 yields VP70, which is present in
the virions. Trypsin treatment of puiified Yuc8 virions results
in the oideied processing of VP70 with a concomitant en-
hancement of the viial infectivity Based on the reactivity of the
trypsin cleavage producís with the seía to peptide KSN and to
the recombinant proteins El, E2, and E3, and on the N-ter-
minal sequence of VP28, the first cleavage seems to occui at
Arg393, to yield proteins VP41 and VP28, which represent the
amino and the carboxy termini of VP70, respectively. VP41 is
fuither cleaved to yield VP38.5, VP35, and VP34, Protein
VP38 5 seems to be processed quickíy, since it was baieíy
detected by silver staining (Fig 2) and it was a minoi band by
immunoblotting with anti-KSN and anti-E2 sera (Fig. 3) Since
VP34, VP35, VP38 5, VP41, and VP70 are all recognized by
anti-KSN antibodies, we propose that the processing of VP90,
VP70, and VP41 occurs at theii carboxy termini. There are
seveial tiypsin susceptible sites upstream to Aig393 (including
amino acid residues 299, 313, 347, 354, 361, and 366 [Fig. 4]),
where cleavages could yield proteins with sizes similar1 to those
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FIG. 5. (A) Diagiam of the ORF2 of HAstV and recombinant astrovirus proteins ORF2 is represented as a box, and the recombinant proteins
and the KSN peptide are represented as thick black Unes The diagiam is to scale, and the telative positions of the astiovirus Yuc8 recombinant
proteins El, E2, and E3 and the peptide KSN is shown (subsciipts indicate the amino acid residues included in each protein). The hypervariable
regions found among human astrovirus serotypes (16) are shown as striped boxes The arginine (R) residues identified by Bass (2) and
Sanchez-Fauquiet (20) as cleavage sites in the capsid polypiotein of HAstV-1 and HAstV-2 and the protein products proposed (in parentheses)
to be generated by these cleavages are indicated. Asterisks represent susceptible trypsin sites conserved among astroviruses belonging to different
serotypes, which could be cíeaved to yield the VP41- and VP28-derived potypeptides (B) Proposed trypsin processing pathway foi the ORF2
polyprotein of astroviius Yuc8 Boxes represent the products observed duiing virus activation; the final products, present in fully activated particles,
are indicated in boldface type The N-teiminal amino acid residue of the VP28-deiived products is shown See detaiís in the text

of the obseived products, In fáct, it is known that Aig361 is used
as a cleavage site in HastV-2 (20), It is not known if the small
peptides cleaved off from the carboxy teimini of these pioteins
remain associated to the virion 01 are released from it

The residue Arg3í,3 is conserved in all human astrovinis
serotype stiains but in serotype 2, in which cleavage at Arg395

occuis to geneíate a 26-kDa piotein (20); in this viius, an
additional cleavage to geneíate a 29-kDa polypeptide was
shown to occur at Arg361 In Yuc8, we found two pioteins
(VP28 and VP27) of similar size to those repoi ted by Sanchez-
Fauquiei (20), which have the same amino-teiminal sequence,
indicating that they diffei in the caiboxy-end, and not in the
amino teiminus, as ispoited foi VP29 and VP26 (20) Thus,
VP27 seems to be a pioduct of processing at the caiboxy región
of VP28 Given that the nature of the protease that cleaves
VP90 to yield VP70 is not known, the exact carboxy-end of
VP70, and therefoie of VP28, cannot be predicted; howeveí,
consideiing the size of these two pioteins, that cleavage could
occui aiound amino acid residue 635. In Yuc8, susceptible
tiypsin sites which could yield caiboxy-truncated VP28 protein
are located at positions 586 and 618

VP25 is produced by cleavage at Aig423 and is one of the
predominan! viral products when the purified viral paiticles
show the highest infectivity, A piotein equivalent to VP25 (one

cleaved at Arg^) has not been described befbie as a compo-
nent of the activated virus.. Based on the viral products ob-
seived aftei complete activation of HAstV-2 and Yuc8 with
trypsin, VP29 and VP26 (20) could be functionally equivalent
to VP27 and VP25 (this woik), respectively; howeveí, diffei-
ences in the N teimini between VP26 and VP25 suggest that
processing, and possibly confoimation, is partially diffeient
between these strains The product of 26 kDa observed in Fig
2, when the virus was tieated with tiypsin at 10 fig/ml, was not
analyzed by sequence since it was transiently produced and
baiely detected; howeveí, it could be an intermedíate product
of cleavage at Arg400 and therefore not equivalent to VP26 of
HAstV-2 (20)

Bass and Qiu (2) reponed that cleavage of the HAstV-1
capsid precui'sor to yield a piotein of 29 kDa occuis at Arg395

and not at íesidue 361, as repoited by Sanchez-Fauquier (20)
foi a piotein of a similai size 'Thus, the cleavage that yielded
the 29-kDa piotein of HAstV-1 does seem to be equivalent to
the cleavage that geneíates VP28 and VP27 in Yuc8. Unfor-
tunately, the amino teiminus of the 26-kDa piotein of
HAstV-1 was not deteimined, so that it is not known if in the
case of HAstV-1 both pioteins have the same amino (as de-
scribed in this study for Yuc8) or the same carboxy (as de-
scribed for HAstV-2 [20]) teiminus
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In contiast to previous observations with other astroviius
strains (2, 18, 20), puiification of Yuc8 paiticles cultivated in
the presence of tiypsin íesulted in a viius containing a single
poiypeptide (VP70), and not in virus containing the smaller
VP34, VP27, and VP25 proteins These proteins were only
obseived aftei tieatment of the purified Yuc8 partióles with
high trypsin concentrations (more than 200 jj-g/ml), via piotein
inteimediales. The fací that VP70 oí the piotein inteimediates
leading to the smalleí piotein products were not detected in
othei reports (2, 4, 20) might be due to diffeiences in the
susceptibility of the astroviius strains analyzed to tiypsin oí to
the specific activity of the tiypsin preparation used

The study of the processing pathway of the astroviius Yuc8
by trypsin has revealed a complex and ordeied process, which
may be paitially different in different astroviius stiains This is
supported by the fact that the smallest cleavage products of
two astroviius stiains after complete tiypsin digestión of the
capsid, VP25 of Yuc8 and VP26 of HAstV-2 (20), have a
diflerent N teiminus The different cleavage products couíd be
the result of the piotein assembled in the capsid (i.e , VP70 in
Yuc8 veisus VP79 in HAstV-1) oí the consequence of alter-
native tiypsin cleavage sites present in two equivalent pioteins
having diffeient amino acid sequence,

Although the mechanism of the enhancement of astroviius
infectivity by tiypsin remains to be determined, we know now
that the laigest enhancement of Yuc8 infectivity by trypsin was
obseived only aftei seveial cleavages occuiied, when VP34,
VP27, and VP25 accumuiated. The cleavages responsible for
the enhancement of Yuc8 infectivity seem to be dependent on
pievious cleavages of VP70, which probably expose new tiyp-
sin-susceptibíe sites, suggesting that conformational changes
occui during viius activation.. In agieement with this idea, Bass
and Qiu (2) observed that tiypsin-treated and -untreated
HAstV-1 particles show different reactivity to monoclonal an-
tibodies diiected to different epitopes of the stiuctural piotein,
It ís possible that tiypsin-tieated paiticles giadually change
their confoimation to favor a better attachment, entiy, oí un-
coating of the viiions during infection,

The piocessing of the Yuc8 ORF2 polyprotein by tiypsin to
yield infectious paiticles seems to be a complex event legulated
in a cascade, Understanding of this event and the mechanism
by which tiypsin enhances astroviius infectivity should help to
elucídate the initial inteíactions of the viius with the host ceíl
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DISCUSIÓN

Prevalencia y diversidad genotípica de AstH en México

Durante el periodo de octubre de 1994 a maizo de 1995 se colectaron

muestras de heces de niños menores de cinco años de edad provenientes de cinco

localidades diferentes de México,, Esta colección de muestras se utilizó

originalmente, en un estudio previo al presente, para determinar la prevalencia de los

RvH tanto en niños con diarrea como en niños sin diairea, la cual resultó ser del

54 4% y 7,3%, respectivamente (54),, Dado que los AstH son el segundo agente de

diarrea viral aguda infantil y que el conocimiento sobre su comportamiento

epidemiológico en niños mexicanos es muy limitado, se estudió la prevalencia y

diversidad serotípica de estos virus utilizando las muestras de heces negativas para

RvH de dicha colección,, Asimismo, se determinó la prevalencia de los AdH, que se

encuentran entre los principales agentes virales de diarrea infantil.

Los AstH se detectaron en las cinco localidades de México estudiadas

(Ciudad de México, Tlaxcala, San Luis Potosí, Mérida y Monterrey) indicando que

se encuentran ampliamente distribuidos a lo largo del país. Estos hallazgos son

similares a los reportados en otros estudios, donde se ha visto que estos virus se

encuentran presentes en diversas regiones geográficas del mundo localizadas en los

cinco Continentes, incluidas dos de México (5, 9, 10, 17-19, 36, 40, 48, 57, 60, 65,

67), De manera similar a nuestros resultados, en un estudio realizado en íapón se
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observó que durante un mismo periodo de tiempo los AstH se encontraron presentes

en cinco ciudades localizadas a lo largo del país (60).

Se ha observado que la prevalencia de AstH durante un mismo periodo de

tiempo varía de un lugar a otro (9, 48, 60) y, de manera particular, un estudio

realizado en cinco ciudades de Tapón en donde la prevalencia de AstH varió de una

legión a otra del 0,5 al 10,4% (60) En nuestro estudio se observó que la prevalencia

de los AstH en niños con diarrea varió de una región a otra del 3,0 al 11 3% aunque,

dado el número limitado de muestras de heces analizadas dentro de cada una de las

localidades estudiadas, no fue posible determinar si estas diferencias son

estadísticamente significativas

Asimismo, se ha observado en Melbourne, Australia (49), y en cuatro

ciudades de Japón: Kurume, Maizuru, Sapporo y Tokyo (60), que durante un

periodo de tres años la prevalencia de AstH varió de un año a otro La estacionalidad

de los AstH no es clara pues, mientras que en algunas regiones del mundo la

frecuencia de AstH ha presentado sus mayores picos en los meses de otoño e

invierno (18, 48), en otras se ha observado una mayor frecuencia en los meses de

primavera y verano (10, 36, 50), En México, un estudio previo realizado en la Ciudad

de México, mostró que de julio de 1989 a diciembre de 1991, la diarrea infantil

ocasionada por AstH se presentó a lo largo de todo el año con una frecuencia mayor

en los meses de primevera y verano (17) Sin embargo, se desconoce si la prevalencia

de AstH en otras localidades del país presenta las mismas características Los datos

obtenidos en el presente estudio, el cual se limitó a un periodo de seis meses, no
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permiten determinar si la prevalencia de AstH varía o se mantiene estable a lo laigo

del año en la población infantil de las localidades analizadas

Los resultados obtenidos en el presente estudio, aunados a los obtenidos en

el estudio previo realizado en la Ciudad de México (67), sugieren que el

comportamiento de los AstH en nuestro país, en general, se apega al observado en la

mayoría de los países, donde su prevalencia fluctúa entre el 2 y el 16% (66)

Los datos reportados en la literatura muestran que las coinfecciones de AstH

con RvH son comunes en los niños con diarrea (9, 14), En el presente estudio se

determinó que en el 3,0% de los niños con diarrea positivos para RvH estuvieron

presentes los AstH, No hay reportes que indiquen si la presencia de alguno de estos

dos virus pudiese inducir de alguna forma la susceptibilidad por el otro Sin

embargo, el hecho de que en nuestro estudio la Secuencia de AstH en muestras

negativas y positivas paia RvH fue similar sugiere que una infección por1 RvH no

hace al huésped más susceptible de ser infectado por AstH

Dentro de los AstH se han identificado ocho serotipos (AstH-1 a 8) los

cuales son enteramente consistentes con el grupo genicos (genotipos) determinados

en base a la región de 348 pb localizada en el extremo 5' del ORF2 (52) y, al parecer,

también con los genotipos determinados en base a la región 3' del ORF2 (44, 67),, En

el presente estudio, todas las cepas de AstH tipificadas presentaron secuencias

relacionadas con uno de los ocho serotipos conocidos (Fig alineamiento), y eí

análisis filogenético de todas las secuencias disponibles de la región carboxilo

terminal del ORF2 de astrovírus mostró que cada cepa mexicana se agrupó con uno
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de los ocho genogrupos descritos (Fig 10), Así, se encontraron en México, en los

niños con diarrea, seis (1 a 4, 6 y 8) de los ocho genotipos de AstH. Estos

resultados, aliñados a los obtenidos por Walter y colaboradores (67), quienes

detectaron (por EIA y RT-PCR del extremo 3' terminal del ORF2) la presencia de

los serotipos y/o genotipos 1 al 5 y del serotipo 7, en niños con diairea provenientes

de la Ciudad de México, sugieren que en nuestro país la diversidad serotípica de

AstH está dada, al menos, poi los ocho serotipos conocidos, Resultados parecidos se

han observado en países como Bangladesh, Egipto, España e Inglaterra, donde se ha

detectado también una gran diversidad serotípica de AstH (> 5 serotipos) (Tabla 1),

Se ha observado que la distribución geográfica de los diferentes serotipos de

AstH varía de una región a otra (Tabla 1),, Mientras que, como se mencionó en el

párrafo anterior, existen regiones donde se han identificado cinco o más serotipos,

hay otras en las que durante periodos de hasta tres años se ha identificado

únicamente la presencia de dos serotipos (serotipos 1 y 3 ó 1 y 4) (Tabla 1) (60), En

el presente estudio, la mayor diversidad genotípica se identificó en Monterrey, donde

se encontraron cuatro de los seis genotipos de AstH identificados, incluyendo

muestras positivas y negativas paia RvH En las demás localidades en donde se

detectaron más de dos cepas se encontró que estuvieron presentes por lo menos dos

genotipos,, La distribución geográfica de los diferentes genotipos varió también de

una región a otra teniendo así, que el genotipo 1 se detectó únicamente en Mérida y

Monterrey, el 3 sólo en Tlaxcala y en la Ciudad de México y el genotipo 8

únicamente en Mérida,. Cada uno de los genotipos 1 a 4 se detectaron en por lo

menos dos localidades, mientras que los genotipos 6 y 8 únicamente en Monterrey y
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Metida, respectivamente, indicando que en México los genotipos 1, 2, 3 y 4, en

general, son los más comunes y ampliamente distribuidos,

El genotipo 2 de AstH estuvo presente en tres (Ciudad de México, Tlaxcala y

San Luis Potosí) de las cinco legiones de México analizadas, siendo el. genotipo de

mayor distribución geográfica durante el periodo estudiado Un estudio previo

realizado durante ríes años consecutivos en la región de San Pedio Mártir, en la

Ciudad de México, mostró que el serotipo 2 fue el serotipo más prevalente (42 0 %)

(67), aunque sólo se detectó durante los meses de abiil a agosto de 1990 y 1991 y en

septiembre de 1991, El periodo de tiempo estudiado en el presente trabajo (octubre a

marzo) corresponde precisamente a los meses en que el serotipo 2 no fue detectado

en el estudio de San Pedro Mártir, lo cual pudiese indicar un desplazamiento en el

tiempo de la ocurrencia de este serotipo, en la Ciudad de México,,

Otra observación interesante es la de la ocurrencia del genotipo 3 en la región

del DF, donde se determinó que estuvo presente de octubre de 1994 a marzo de 1995

ocupando, junto con el genotipo 4, el primer lugar en prevalencia. Los resultados

obtenidos en el estudio previo realizado en esta misma región (67) muestran que el

serotipo 3 se encontró presente en la Ciudad de México, únicamente durante los

periodos de octubre de 1989 amaizo de 1990 y de octubre a diciembre de 1991,

siendo en ambos el serotipo predominante, mientras que en el periodo intermedio

(octubre de 1990 a marzo de 1991) no se detectó su presencia Estas observaciones

sugieren la posibilidad de un comportamiento epidemiológico bienal del serotipo 3,

por lo menos en la región de la Ciudad de México, como se ha sugerido para el

serotipo 1 en Oxford, Inglaterra (28) y en Melbourne, Australia (48)
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Sobresale la presencia del genotipo 8 en la región de Mérida donde fue tan

frecuente como el 1 (40 %), en las muestras de los niños con dianea. Este genotipo

hasta hace poco se encontraba considerado como "raro", ya que sólo se le había

identificado de maneta unitaria en otras cuatro regiones del mundo (48), Sin

embargo, fue encontrado recientemente en Egipto, en España (18, 50) y durante el

presente estudio en Mérida, indicando que es más frecuente de lo reportado

previamente en la literatura

Las observaciones previas (28,48, 51, 60) y los resultados obtenidos en este

trabajo, parecen indicar que en el transcurso del tiempo un serotipo es desplazado

por otro, debido probablemente a que los serotipos de mayor prevalencia confieren

inmunidad contra ellos mismos, pero no contra los serotipos nuevos o las variantes

que aparecen posteriormente, Estudios que abarquen periodos de tiempo más

amplios, así como el análisis del estado inmunológico de los niños involucrados,

ayudarían a establecer el comportamiento epidemiológico de los AstH en México así

como las causas que lo originan,

A pesar de que los AstH son agente causal de diarrea infantil como lo

muestran los estudios realizados en voluntarios (26), estos virus se han identificado

también en las heces de niños sin síntomas diarreicos (9, 10, 19, 65),, En nuestro

trabajo, se determinó también la prevalencia de AstH en los niños asintomáticos y se

encontró que esta fue del 2,5%,, Tomando en cuenta los resultados obtenidos en

otras regiones del mundo: Bangladesh (65), Francia (9), Guatemala (10) y Tailandia,

(19), donde la prevalencia de los AstH en los niños asintomáticos ha sido del 2 al 2.4
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%, nuestros resultados quedan dentro del margen reportado,. En las regiones de

Mérida y Monterrey la prevalencia de AstH en los niños asintomáticos fue muy

cercana o igual a la determinada para los niños con diarrea,, Desconocemos las

causas que originan este comportamiento pero pudiesen estar relacionadas con la

estacionalidad de AstH en estas localidades, es decir, si la frecuencia de AstH fue

muy alta en los meses precedentes a los estudiados, es factible que los niños

asintomáticos hayan adquirido inmunidad contra ellos. En general, las infecciones

asintomáticas pudiesen ser resultado de una previa infección sintomática y/o del

estado inmunológico del huésped y/o de la virulencia de la cepa, Para comprender las

causas de dicho comportamiento, es necesario realizar estudios más amplios en los

cuales se de seguimiento a los niños evaluados desde su nacimiento hasta, por lo

menos, los cinco años de edad y los cuales permitan establecer el comportamiento

epidemiológico de AstH a lo largo de todo el año en las localidades estudiadas,,

En la literatura no existen datos sobre la frecuencia de las infecciones duales

de AstH con RvH en niños sin dianea,, En el presente estudio se determinó que el

2,7% de los niños asintomáticos excretó ambos virus, siendo este el pimer reporte al

respecto

No se ha estudiado la diversidad serotípica de AstH en los niños sin diarrea,

por lo cual tampoco se ha analizado si existe alguna correlación entre el serotipo

infectante y la presencia o ausencia de síntomas diarréicos,, En el presente estudio

nosotros encontramos que entre las cepas de AstH detectadas en los niños

asintomáticos estuvieron presentes los genotipos 1, 2, 3 y 8. De los resultados

obtenidos no se encontró una asociación, entre un genotipo de AstH particular y la
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presencia o ausencia de síntomas dianéicos. Sin embargo, no se puede descartar que

cepas pertenecientes a un mismo genotipo detectadas en ambos tipos de niños tengan

algunas diferencias, de tal manera que los AstH detectados en las muestras de los

niños asintomáticos representen cepas atenuadas por algún(os) cambio(s) específicos

en otra región del mismo ORF 2 y/o en otra(s) regiones del genoma que le(s)

confiera(n) dicha característica, Ademas, el número limitado de muestras analizadas

en el presente estudio, así como el hecho de que no se determinó la presencia de

otros agentes enteropatógenos en las muestras de heces analizadas y la posibilidad

de que los niños al momento de la infección hayan tenido protección inmune contra

algún(os) serotipo(s) de AstH, no permiten llegar a una conclusión al respecto,,

Dado que la región del ORF2 analizada para la determinación de los

genotipos de AstH es muy variable entre los diferentes seiotipos (Fig,, 5), y con la

finalidad de conocer la relación genética entre ellos, se analizó la diversidad genética

intra- e inteitipo de AstH utilizando todas las secuencias reportadas (de la región del

ORF 2 analizada), así como las obtenidas en el presente estudio,, Los resultados

obtenidos mostraron que, de manera similar a lo observado por Monceyron y

colaboradores (44), quienes analizaron la región 31 terminal del genoma de los AstH,

incluida la región no traducida, el grupo genéticamente más alejado y con mayor

diversidad genética intiaseiotípica fije el de los AstH-4, seguido por el de los AstH-6

y el de los AstH-1, mientras que el grupo más conservado fue el de los AstH-7,

seguido por1 los genotipos 5 y 8 y, finalmente por el 2.
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Es interesante mencionar que en la región carboxilo teiminal de la

poliproteína codificada por el ORF2, la divergencia genética encontrada entre los

genotipos 3 y 7 y entre los genotipos 5 y 8 es limitada, siendo menor a la encontrada

entre dos cepas de astrovinis de genotipo 4, Sin embargo, es claro que la diversidad

genética intratipo de cada uno de éstos genotipos es lo suficientemente baja como

para no clasificar erróneamente a las cepas pertenecientes a ellos (Tab 2), por lo cual

la asignación del genotipo en base a la región analizada parece ser adecuada

Se sabe que, además de los AstH y los RvH, los AdH de seiotipo 40 y 41

son agentes etiológicos de diarrea infantil (20),, Con la finalidad de enriquecer el

conocimiento sobre el comportamiento epidemiológico de los principales agentes de

diarrea viral infantil en México, se estudió también la prevalencia de AdH, en niños

mexicanos menores de cinco años de edad, utilizando las mismas muestras de heces

en las que se determinó la prevalencia de AstH, Los AdH se encontraron presentes

con una prevalencia que, en términos generales, fue aproximadamente dos veces

menor a la encontrada para AstH, tanto en los niños con dianea (2 8 vs 5,4%) como

en los niños sin síntomas diarreicos (1.1 vs 2,5),, Sin embargo, en los niños con

diarrea provenientes de Mérida y Monterrey, la prevalencia de AdH fue igual a la

encontrada para AstH, lo cual sugiere que el comportamiento epidemiológico de los

AdH en México varia también de una región a otra y, posiblemente, dependiendo del

periodo de tiempo estudiado
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Aislamiento y caracterización molecular

del genoma de una cepa de AstH

Tomando en cuenta que la información sobre la biología molecular de los

AstH es escasa y con la finalidad de comenzar a estudiar a estos virus en nuestro

laboratorio, se adaptaron a crecer en cultivo celular algunas cepas de AstH, presentes

en las muestras de heces analizadas, pertenecientes a los serotipos más comunes (1,2

y 3) y al serotipo 8 De estas, por ser la cepa que mejor se propagaba en cultivo

celular y por pertenecer a un tipo novedoso, se seleccionó para ser caracteiizada a la

cepa de genotipo 8, la cual se denominó Yuc-8,,

Previo al aislamiento de la cepa Yuc-8, se habían desciito únicamente las

secuencias del genoma completo de dos cepas de AstH-1 (L23513 y Z25771), de

una de AstH-2 (L13745) y de una de AstH-3 (AF141381). M la secuencia del

genoma de la cepa Yuc-8 representa la primera secuencia del genoma completo de un

AstH de este serotipo, del cual sólo se conocía la secuencia del ORF2 de una cepa

identificada en el Reino Unido (Z66541), La comparación de la secuencia completa

(6759 bases) de Yuc-8 con las otras cuatro secuencias existentes mostró que el

genoma de Yuc-8 se encuentra organizado en tres marcos de lectura abierta (ORP la,

ORÍ Ib y ORF2), flanqueado por una región no traducida en cada uno de sus

extremos 5' y 3' terminales y poliadenilado en su extremo 3' terminal, En el ORF la

se identificaron los aminoácidos de la triada catalítica de proteasas de seiina de tipo

3C presentes en proteasas virales de este tipo; en el ORF Ib los correspondientes a

motivos de polimerasas de RNA dependientes de RNA; se determinó también la

presencia de la secuencia heptamérica de deslizamiento necesaria para que ocurra el
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cambio de marco de lectura tibosomal de -1 requerido para la expresión del ORF Ib,

(21),, Estos resultados permitieron establecer que Yuc-8 es un astrovirus de serotipo

8 que presenta la organización genómica característica de la familia Astroviridae,,

La comparación de la región de la poliproteína no estructural del ORF la de

Yuc-8 con la secuencia correspondiente de los AstH de serotipo 1, 2 y 3 mostró un

alto nivel de conservación entre estas cepas (>93% de identidad a nivel de aa),, Sin

embargo, se encontró una pequeña región de alta diversidad alrededor" de los

aminoácidos 767 y 790 (numeración de acurdo a la secuencia de Yuc-8), en donde

Yuc-8 y AstH-2 carecen de 7 residuos en comparación con el AstH-3 y de 15

aminoácidos con respecto al AstH-1, respectivamente (Fig la del artículo II),, La

ausencia de 15 residuos de aminoácidos en la posición 790 se ha asociado con la

adaptación de los AstH al cultivo en células HEK y LLCMK2, ya que los virus

crecen en estas células, pero no con su adaptación al cultivo en células Caco-2 (69),.

La cepa Yuc-8, a pesar de haber sido adaptada al cultivo en células Caco-2, carece de

estos 15 aminoácidos, lo cual sugiere que si esta región (in/del II en la Fig,, la del

artículo II) juega un papel durante la adaptación del virus a cultivo en una línea de

células específica, no es el único factor involucrado en esto,, Para resolver este punto

es necesario un análisis más detallado de las cepas de astroviius silvestres y las

adaptadas a cultivo de células,,

El ORF 2 de Yuc-8 codifica para una poliproteína de 782 aminoácidos, cuyo

peso molecular es de aproximadamente 86 5 kDa, La comparación de la secuencia de

aminoácidos predicha para la poliproteína del ORF 2 de los diferentes serotipos de

astroviius de humano mostró que entre un mismo serotipo estas secuencias

126



127

presentan una identidad mayor al 94% La secuencia de la poliproteína de ORF 2 de

la cepa Yuc-8 mostró una identidad del 94% con la correspondiente secuencia de una

cepa de serotipo 8 (Z66541) aislada en el Reino Unido (Tabla uno del artículo I),

indicando que la cepa Yuc-8 es un AstH de genotipo (seiotipo) 8;

El alineamiento de las secuencias del ORF 2 de siete seiotipos de AstH (Fig

Ib del artículo II) mostró la existencia de dos dominios distintos, previamente

observados por Willcocks et al (1995) quienes analizaron únicamente tres serotipos,

Un dominio muy conservado (> 80%, de identidad) entre los diferentes serotipos, en

la región amino terminal (aa 1 a 415), en el cual se obervaron sólo dos regiones

variables entre los residuos 292 a 319 (VR1) y 386 a 399 (VR2). Y, un dominio

altamente variable (36 a 60% de identidad) entre los diferentes seiotipos, en la región

carboxilo terminal (aa 416 hasta el final de la poliproteína) en el que, a diferencia de

lo repollado por Willcocks et al (74), no se observó la conservación de aminoácidos

al final del ORF 2 (Fig,, Ib, artículo II)

El análisis filogenético del ORF 2 mostró una relación genética diferente

entre los serotipos 1 a 8 al analizar estos dominios por separado El árbol

filogenético generado al comparar el dominio conservado fue muy similar a los

árboles reportados previamente por Belliot et al (7) y Noel et al (52), quienes

analizaron una región de 137 aminoácidos (residuos 73 a 210 en ORF 2 de Yuc-8)

Los serotipos 2, 4 y 8 se encontraron cercanamente agrupados mientras que los

serotipos 1, 3, 5 y 6 estuvieron relacionados en menor medida con este grupo (Fig 2a

del artículo II),, Por otro lado, el dendrograma geneíado al comparar el dominio

variable del ORF 2 fue diferente,. Los seiotipos 4 y 8 se encontraron entre los menos
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relacionados (Fig, 2b del artículo II), lo cual resultó en un árbol filogenético similar

al reportado en otro análisis que incluyó paite de la región 3' terminal del genoma de

los AstH (44),, Estos resultados sugieren que el dominio variable carboxilo terminal

de la poliproteína de ORF 2 se encuentra sometido a una presión inmunológica, lo

cual probablemente contribuye a la diversidad observada,, De hecho, se han

identificado anticuerpos neutralizantes que reconocen a esta región (4). Además, es

interesante el hecho de que la relación genética observada al analizar la región

variable difiera tanto de la relación encontrada en la región conservada de la proteína

Es posible que la presión selectiva sobre esta última región opere de maneta

diferencial a lo largo de la poliproteína del ORF 2, como resultado de la suma de

varios factores entre los cuales estarían incluidas las características intrínsecas de la

estructura de la partícula viral así como las de la respuesta inmune del huésped, Por

otro lado, esto pudiese ser también el resultado de una recombinación intraserotípica

de los AstH, como se ha sugerido previamente (7,22,23)

Caracterización de la vía de procesamiento de la poliproteína

del ORF2 de la cepa de AstH "Yuc-8"

Con la finalidad de contribuir al conocimiento sobre el procesamiento de la

proteína precursora de las proteínas estructurales de los AstH se procedió a

caracterizar la vía del procesamiento de la poliproteína del ORF 2 de la cepa de AstH

"Yuc-8",
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Los resultados obtenidos muestran que el procesamiento del producto

primario (VP90) de la traducción del ORF 2 de Yuc-8 para dar origen a VP70 se

encuentra asociado a la célula huésped, Se encontró que el procesameinto de VP90

ocurre en su extremo carboxilo terminal, lo cual difiere de lo reportado previamente

por1 Bass y Qiu quienes determinaron que el corte intracelular de VP90 ocurre en el

residuo 70 de la poliproteína del ORF 2 de AstH-1 (3), es decir, en el extremo arnino

terminal de VP90,, El procesamiento en el residuo Atg70 en AstH-1 (3) eliminaría una

región tica en argininas del precursor de las proteínas estructurales, la cual se

encuentra altamente conservada entre los diferentes astrovirus, Se sabe que los

residuos de arginina presentan una alta afinidad por el RNA (76) y se ha sugerido

que regiones básicas similares son importantes para la encapsidación del genoma

viral de algunos virus de RNA (2, 15),, Así, el hecho de que VP70 conserve esta

región rica en argininas tiene sentido ya que pudiese desempeñar un papel

importante en la partícula viral madura al interacionar con el genoma de RNA. En lo

que respecta a la región caiboxilo terminal de VP90, proteína de 20 kDa, que se

libera de VP90 para dar origen a VP 70 queda por determinar cuál es su destino,

Se propone que la vía del procesamiento para el precursor1 de las proteínas

estructurales de Yuc-8 (VP90) es la descrita en la Fig,, 5 del manuscrito III en donde

a partir1 de VP90 se genera VP70 la cual se encuentra presente en los viriones El

tratamiento con tripsina de los viriones de Yuc-8 purificados da como resultado el

procesamiento ordenado de VP70. En base a la secuencia del extremo amino

terminal de VP28 y a la reactividad de los sueros dirigidos contra el péptido KSN y

las proteínas recombinantes El, E2 y E3, parece que el primer corte con tripsina

ocurre en el residuo Atg393 dando origen a las proteínas VP41 y VP28 que
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represéntenlos extremos amino y caiboxüo teiminales de VP70, respectivamete La

proteína VP41 se procesa posteriormente para dar origen finalmente a la pioteína

VP34 mientras que la pioteína VP28 da origen a las proteínas VP27 y VP25,, Los

resultados obtenidos indican que el procesamiento de VP41 y de los intermediarios

que se originan antes de VP34 ocurre en eí extremo caiboxilo terminal de ellos

mientras que el procesamiento de VP28 se da, al parecer, en su extremo carboxilo

terminal para dar origen a VP27 la cual posteriormente se procesa en su extremo

amino terminal para producir, al ser cortada en el residuo Arg423, a la proteína VP25,

Los productos finales del procesamiento de VP70 con tripsina son las proteínas

VP34, VP27 y VP25 cuya aparición está relacionada con el incremento de la

infectividad del virus En una cepa de AstH-2 se determinó que el corte en el residuo

Arg395 ocurre para generar una proteína de 26 kDa (61) y un corte adicional en el

residuo Arg361 da origen a un polipéptido de 29 kDa, Tomando en cuenta los

productos que se observan después de la activación completa del virus con tripsina,

es posible que las proteínas VP29 y VP26 de AstH-2 (61) y las proteínas VP27 y

VP25 de Yuc-8 sean productos nacionalmente equivalentes, Sin embargo, el hecho

de que VP27 y VP28 de Yuc-8 sean idénticas en el extremo amino terminal a

diferencia de VP27 y VP26 de AstH-2 que al parecer comparten el extremo

carboxilo terminal y no el amino terminal indica que el procesamiento es

parcialmente diferente entre estas cepas,

El procesamiento de la poliproteína del ORF 2 de Yuc-8 es un proceso

complejo y ordenado que puede ser parcialmente diferente en las distintas cepas de

astrovirus,, Esta observación se basa en el hecho de que los productos más pequeños

de la digestión completa con tripsina del precursor de las proteínas estructurales,
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VP25 de Yuc-8 y VP26 de AstH-2 (61), son diferentes en sus extremo amino

terminal., Las diferencias en los productos de la digestión con tripsina pueden ser el

resultado de la proteína ensamblada en el virión, VP70 en Yuc-8 y VP90 en HAst-2,

o bien, la consecuencia de sitios de corte con tripsina alternativos presentes en dos

proteínas equivalentes cuyas secuencias de aminoácidos difieren,,

El presente trabajo representa el primer estudio realizado simultáneamente en

cinco regiones geográficas de México sobre el comportamiento epidemiológico de

los AstH, en niños menores de 5 años de edad con y sin diarrea, el cual refleja en

pequeña escala la amplia distribución y diversidad de estos agentes en la población

infantil de nuestro país El aislamiento y caracterización molecular del genoma de

Yuc-8 dieron inicio al estudio de las características moleculares de los AstH en

nuestro laboratorio de las cuales poco se conoce,

Los datos aquí reportados deberán servir como marco de referencia para

estudios posteriores ya sea sobre la epidemiología de los AstH o bien, sobre la

biología molecular de estos virus
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PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos hasta el momento nos han permitido establecer que

los AstH se encuentran ampliamente distribuidos en México y sugieren, además, que

la frecuencia con la cual se presentan en la población infantil mexicana es similar a la

observada en otras regiones del mundo Sin embargo, es necesario determinar' la

incidencia de éstos virus en las diversas regiones de nuestro país lo cual se logrará

con la realización de estudios epidemiológicos prospectivos, que abarquen periodos

de tiempo de cuando menos tres años, y con el establecimiento de una vigilancia

epidemiológica continua,

En nuestro país se ha detectado la presencia de los ocho serotipos de AstH

establecidos, Sin embargo, queda por determinar cuál es la incidencia de cada uno de

ellos, tanto en niños sintomáticos como en asintomáticos, a lo largo del año y en las

diferentes regiones de México Con esto se podría establecer' si existe una

correlación entre algún(os) serotipo(s) en particular y la dianea infantil y/o con la

severidad de la misma,

En el presente trabajo, se aisló una cepa de AstH de serotipo 8 (Yuc-8) y se

obtuvo la secuencia completa de su genoma En nuestro laboratorio se determinó

también, la vía del procesamiento de su poliproteína VP90 Sin embargo, queda

mucho por aprender sobre la biología molecular de estos virus, Entre los aspectos

importantes por determinar se encuentran el mecanismo de entrada del virus a la

célula; la determinación del número y función de las proteínas no estructurales del

virus; la caracterización de los procesos de replicación, transcripción y traducción del
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genoma vital; la caracterización de la morfogénesis y salida de la célula de los virus

maduros,

Estos conocimientos serán importantes para poder eventuaímente diseñar

medidas de control racionales contra el virus, o manipular su genoma pata utilizarlo

como vector de expresión específico para el tracto gastrointestinal, Por estas razones,

una de las líneas de investigación de nuestro laboratorio está actualmente enfocada a

la caracterización molecular de estos virus, utilizando como modelo a la cepa Yuc-8,
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