Pontificia Universidad UNIVERSITAS SCIENTIARUM
g’” JAVERIANA Revista de la Facultad de Ciencias

2 Bogota inid i
=, B 20t Vol. 12, edicion especial Ill, 37-45

DETECCION DE ROTAVIRUS BOVINO DEL GRUPO A.
ANALISIS FILOGENETICO DEL GEN QUE CODIFICA PARA
LA PROTEINA VP7 DE SU CAPSIDE EXTERNA

DETECTION OF BOVINE ROTAVIRUSES OF GROUP A IN
COLOMBIA: PHYLOGENETIC ANALYSIS OF THE OUTER
CAPSID PROTEIN VP7

M.F. Gutiérrez?, J. Baoming

!Laboratorio de Virologia, Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias, Pontificia Universi-
dad Javeriana. Carrera 7 # 43-82. Bogota, Colombia
2 Respiratory & Enteric Viruses Branch, Division of Viral & Rickettsial Diseases
National Center for Infectious Diseases. Atlanta, Georgia USA.
mfgutier@javeriana.edu.co

Resumen

Con el objeto de investigar el porcentaje de positividad del rotavirus del grupo A (RV) en un grupo de
muestras obtenidas a partir de ganado bovino y examinar la relacion evolutiva del gen que codifica para
la proteina VP7 entre una cepa bovina aislada en la Sabana de Bogota y cepas de RV humanas y animales
se recolectaron 74 muestras de materia fecal diarreicas de terneros recién nacidos hasta de un mes de vid:
en varias fincas de la regién. La prueba utilizada para el diagnéstico viral fue la prueba de ELISA
encontrandose un porcentaje de positividad del 7%. Del total de las muestras positivas se seleccioné una,
la cepa UJ, la cual fue amplificada por RT-PCR, secuenciada y alienada con el programa CLUSTAL W,
junto con 13 secuencias mas de RV de distintas especies animales y distintos serotipos de RV humanos: 2
de ganado bovino, 3 de ganado porcino, 6 de cepas de RV humano y una de RV de ave, perro y conejo.
El analisis filogenético se realizé utilizando el programa MEGA 3.01. Los arboles filogenéticos se
elaboraron con el método Neighbour joining y se encontré que la cepa UJ se agrupa cercanamente con
una cepa bovina procedente de Eslovenia (SI-B8) mostrando una similitud de 84% y con una cepa inglesa
bovina (PP-1), con una similitud del 70% a nivel de su secuencia de aminoacidos.

Porcentajes de similitud en aminoacidos entre 48-73% fueron observados con RV de otros humanos y
otros animales incluyendo porcinos, la cepa canina, la cepa de conejo y una cepa de virus de aves que
sirvi6 ademas para enraizar el arbol. Hasta donde llega nuestro conocimiento, este es el primer reporte
donde se determina y se caracteriza una cepa de RV bovino en Colombia. Este tipo de hallazgos comple-
mentan el conocimiento en cuanto a la gastroenteritis vacuna y permite aportar datos con los que mas
adelante se pueden generar estrategias para la prevencién y el control de esta infeccion.

Palabras clave rotavirus bovino, gen de VP7

Abstract

Rotaviruses of group A are the major cause of diarrhea in young calves. To investigate the percentage of
group A rotaviruses in newborn calves and examine their evolutionary relationship with those from other
animals and humans, we collected 74 fecal specimens from calves of 0-1 month of age with acute diarrhea
in towns of Colombia. Using an enzyme-linked immunosorbent assay was found that 7% of specimens
were positive for rotaviruses of group A. A representative strain (UJ) was chosen to determine its nucleotide
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and to deduce amino acid sequences of VP7 gene. Nucleotide sequence of UJ VP7 gene was aligned with
corresponding sequences from 15 other strains, including 2 from cattle, 4 from swine, 6 from humans,
and 1 each from chickens, dogs, and rabbits, by using Clustal W. Phylogenetic analysis was performed
with the MEGA analytical package. UJ strain clusters with a group A rotavirus strain (SI-B8) recently
isolated from a calf in Slovenia in the neighbor-joining tree. UJ VP7 gene shares 84% and 70% amino acid
sequence identity with the corresponding gene of the recently isolated bovine strains SI-B8 in Slovenia
and PP-1 in the United Kingdom. Identities in amino acid sequence between 48-73% were found with
rotavirus of group A strains from humans and other animals, including swine, dogs, and rabbits. To our
knowledge, this is the first study to detect and characterize a bovine group A rotavirus in Colombia.
Findings may increase our understanding of burden of viral gastroenteritis in calves and allow us to
develop strategies to prevent and control this important livestock disease.

Key words: bovine rotaviruses, VP7 gene.

INTRODUCCION grupo A es el mas frecuente. (kual, 1995;
Maeset al., 2003; Fernandes Alfiegt al,
La diarrea infantil es una de las principales2004; Parrefiet al, 2004; Fodhaet al,,
patologias infecciosas que afectan a infan2005).
tes e individuos jévenes de varias especies
animales, entre los que estan el ganadqa técnica mas utilizada para el diagnésti-
bovino. En ellos, el rotavirus (RV) no nece- co de este virus en materia fecal, es la prue-
sariamente causa la muerte pero puede geya de ELISA que utiliza anticuerpos contra
nerar un retraso en el crecimiento con susia proteina VP6 del RV del grupo A, sin
tanciales pérdidas economicas y altosembargo, también existen pruebas de
costos en tratamiento, lo cual genera un llaEL|SA para la proteina VP7 que utiliza
mado de atencion por parte de los veterinaanticuerpos monoclonales para determinar
rios y duefios de granjas (Magsal, 2003).  |as variantes seroldgicas de la proteina co-
A nivel epidemioldgico, este virus se ha nocida como proteina G. Dentro de esta
visto asociado con aproximadamente unproteina, existen al menos 14 variantes co-
50% de la diarrea bovina (Ciarlet al,  nocidas como G1 a G14. Mientras que en
1997; Maeset al, 2003). el humano predominan los RV G1 a G4, en
el ganado vacuno predominan los serotipos
El RV ha sido considerado como el princi- G6 y G10. La prevalencia del serotipo G8,
pal agente etioldgico de la diarrea. Esteha sido variable (Ciarleet al.,, 1997;
virus pertenece a la familia Reoviridae, suFernandes Alfieriet al., 2004; Okada y
material genético es RNA de cadena dobleMatsumoto, 2002; Adahkt al, 2003; Fodha
el cual estd organizado en 11 segmentoset al, 2005).
casi todos ellos monocistrénicos, los cua-
les se observan facilmente en geles deEstudios filogenéticos de segmentos
poliacrilamida. Seis de esos segmentos cogénicos o de genes completos son una im-
difican para proteinas estructurales, tres dq‘aortante herramienta de la filogenia
las cuales son detectables por métodos clédnolecular para la construccién de relacio-
sicos de laboratorio, que son las proteinasies evolutivas, comprender el origen, las
VP6, VP7 y VP4. La proteina VP6 da a losvias de propagacién del virus, asociacio-
RV la especificidad de grupo, de tal mane-nes entre tipos virales y tipos de infeccién,
ra que existen hasta la fecha 7 grupos nomestudios de diversidad viral y localizacion
brados de la A a la G y de ellos el RV delgeografica de cepas (Ciarlet al., 1997;
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McCormack and Clewley, 2002). Una vez muestras positivas, una de ellas fue selec-
obtenidas las secuencias y realizados logionada y enviada al CDC en Atlanta,
alineamientos, se puede lograr determinaiGeorgia donde se realiz6 la RT-PCR y se-
variantes serotipicas basadas en porcentauenciacion de nucleétidos.

jes de homologia de las cepas estudiadas

con cepas establecidas con serotipos define manera breve, desde Colombia se envié
nidos. Es por esto que la tipificacion de g| ARN viral obtenido después del trata-
VP7 puede lograrse también analizado laspjento de la materia fecal con Trizol
secuencias de nt en lugar de utilizar(nyitrogen, Carlsbad, California, EE.UU.),
anticuerpos monoclonales y pruebas desjguiendo las instrucciones del fabricante.
ELISA. Una vez en Atlanta, se utilizaron dos
grupos de cebadores, los primeros que
En este reporte se presenta el primer estudelimitan el segmento, estan localiza-
dio de prevalencia de RV bovino de grupodos en los nucleétidos 1 al 20 en el ex-
A en poblaciones ganaderas colombianastremo 5’ delgen y es conocido como Beg9
se analiza el gen 8 de la cepa de RV bovingGGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGT
de una cepa llamada UJ y se realiza un an&TGG) y en el extremo 3’ en los nucleoti-
lisis filogenético tendiente a buscar dos 1044 a 1062, el End9 (GGTCACATC
homologias, relaciones evolutivas con otrasATACAATTCTAATC TAAG). Estos dos
cepas de RV del mundo, diversidad viral ycebadores son especificos para el segmen-
posibilidad de localizacion geografica de to 8 del genoma viral. La PCR anidada se

la cepa. realizé con tres cebadores mas descritos por
) el Dr. Baoming Jiang: 241(GTTGATCCA
MATERIALES Y METODOS CAA TTGTA), 242 (ATAACAGCT(G)GAT

) ) _ CCAACG) y 243 (AGCTAATTCTGACA
Durante los primeros cinco meses del afiofaTc). (Las secuencias de los cebadores

2004, se recolectaron 74 muestras de mat&yeron obtenidas por comunicacion perso-
ria fecal de terneros menores de un mes d@g| con el Dr. Jiang).

nacidos en fincas localizadas cerca a la Sa-
pana de Bogota (Mosqqera, Facatatl\{a). EILos productos de PCR se corrieron por
tipo de muestras escogido para la busque- .
- . electroforesis en un gel de agarosa al 2% y

da del virus fueron materias fecales, .. o
. ) P tefiidos con bromuro de etidio. La secuen-
diarreicas, desde liquidas hasta levemente;

. iacion se realizé por el método Dideox
pastosas de terneros menores de 40 dias (?’e P y

. erminator cycle sequencing kit usando el
nacidos. Las muestras se recolectaron e

bolsas plasticas, se llevaron al Laboratorio'ABl. 377. (Applied Biosystems, Foster City,
California).

de Virologia de la Universidad Javeriana y

se guardaron a 0°C hasta el momento que ] ] o i
se realizd la prueba para determinar la preLa secuencia obtenida se trabajo simulta-

sencia viral. EI RV bovino del grupo A se N€amente con secuencias obtenidas de
determiné mediante un estuche comercial®ras cepas virales en el GenBank. Dicho
de ELISA (Pathfinder, Kallestad Diagnos- alineamiento se llevo a cabo con el progra-
tics Chaske, Minn.) que trabaja con un an-Ma CLUSTAL W, las distancias fueron cal-
ticuerpo policlonal de captura contra la cepaCuladas con el método de Kimura 2 para-
SA-11 de RV de mono y el mismo anticuer- Metros y los arboles filogenéticos se
po marcado con enzima como método deelaboraron con el método de inferencia
deteccion viral (Maest al, 2003). De las Neighbour joining. Todo esto se realiz6
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con ayuda del programa MEGA 3.01. La significa el 7% de porcentaje de positivi-
significancia estadistica del arbol construi-dad en esta poblacién.
do fue estimada aplicando lmootstrapde
750 réplicas. Al realizar el estudio filogenético el anali-
sis de las secuencia de nucledtidos y la de-
Las secuencias de cepas virales que entraiuccion de sus aminoacidos sugieren que
ron en el estudio fueron inicialmente 14 la cepa UJ pertenece al serotipo G6 con una
secuencias tanto humanas como animaleomologia en aminoéacidos del 84% y 70%
y distintos serotipos de RV humanos: 2 derespectivamente con sus homologos, las
ganado bovino, 3 de ganado porcino, 6 decepas SI-B8 (eslovaca) y PP-1 (inglesa) (ta-
cepas de RV humano y una de RV de avebla 1y tabla 2). Con respecto a la homologia
perro y conejo. en nucledtidos, los resultados fueron de 56,6
y 24,4% respectivamente. Al dibujar el ar-

Simultaneamente, la secuencia fue alienabol se encuentra que el gen de VP7 de la
da con 8 cepas mas, siete de ellas de RV délepa UJ se agrupa con un sélido valor
serotipo G6 y una G8, con la cual se esperatbootstrapde 100%) con la cepa eslovaca
ba enraizar el arbol. Todas los RV bovinosPero lejana a la cepa PP-1 que es de origen
incluidos en el estudio pertenecian a dis-iNglés. Esta cepa inglesa muestra una fuer-
tintas regiones del mundo. El analisis t& asociacion con RV porcino (figura 1).

filogenético se realizé con los mismos pa- _ _ .
rdmetros con los gque se realizé el primerldent|dades en secuencia de nucledtidos

arbol. entre 48 y 73% fueron encontradas entre
las secuencias de los VP7 de los otros RV
RESULTADOS del grupo A de humanos y animales inclu-

yendo cerdo, perro y conejo (tabla 1).
De 74 muestras de materia fecal de terneros
menores de 1 mes, 5 de ellas fueron positiEl segundo arbol filogenético se elabor6
vas para RV con el estuche comercial. Estaccon el objeto de comparar la VP7 de la

Tabla 1
Porcentaje de homologia de la secuencia de nucleétidos de la cepa UJ con respecto
a las 13 cepas incluidas en el estudio

Mombre | Mamero genbank | origen Autor Sero- | Ongen | % homologia
LA

S1-H# M) 328495 Bovine | SteverA., Cify Slovamia | 84.2
CMPO39 | AYT0TTER Porcing | Maneckarn.N. &5 Chailand | 71.2
[ CRUSTI99 Canino | Ecbayashi,N. Japan 70.2
APP-1 AF427124 Bovine | ERArtar,L.. (i3 Lk fLL
IP35-7 AB1T7o6E3 Porcine | Teodoroff, T A, (=5 Japan [
S2HODG | ABO9] 364 Humano | Watanabe, M. o2 Japan 0f.4
BA2D] AY 005811 Humano | Santos,M., (&) LISA 677
Wa ROHVPTA Humano | Mason B.B., Gl LsA 675
0801 AF328201 Concjo | Martella,V [Ek Italia 67.3
BE4106 AY 740736 Humane | Matthijnssens,J., | G35 Belgium | 66,7
R29] AYBI5064 Humano | Volotao,E.M., Gl LISA 60,7
k12 ABLIEGI20 Humane | Nakagomi. T Gl | Japan .4
Ch-1 ABOROT3S Ave Mori ., Japan 47,8
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Tabla 2. Alineamiento de la secuencia UJ con las cepas de Eslovenia y cepa inglesa
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Ficura 1. Andlisis filogenético de la secuencia de nucledtidos de rotavirus de varias especies animales.
El &rbol filogenético fue construido por el método de Neighbour joining, al cual se le aplicé un bootsrap
de 750 repeticiones.

RVB Argentini

hE] —— RVB China

s | EVEB Irfdanda

. RVE Grecia

I_ RVE LUSA

. L— RVE Rusia

49 = bwinong

EVE Eslovania

RVB Japon

p—
[IR13
Ficura 2. Andlisis filogenético de la secuencia de nucledtidos de rotavirus serotipo G6 de varias especies
animales. El &rbol filogenético fue construido por el método de Neighbour joining, al cual se le aplicé un
bootsrapde 750 repeticiones. La cepa de Japon, serotipo G8, se utilizé para enraizar el arbol.
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cepa UJ con otras cepas de RV serotipdo esperado (Adalet al, 2003; Fernandes
G6 y asi buscar variabilidad en los seg-Alfieri et al, 2004).
mentos génicos de RV del mismo serotipo

(figura 2). El estuche comercial utilizado para la de-

) teccion viral es ampliamente usado en cli-
Con respecto a las cepas de RV serotipo G@jca humana para determinar RV del grupo
se encuentra una mayor identidad con lap en muestras diarreicas de nifios en mu-
cepa de procedencias rusa y estadounidenshos hospitales en el mundo. Este estuche
se con porcentajes de homologia dep, sido disefiado para detectar RV humano
aminoéacidos del 96,7% y 97,2% respecti-pasado en determinantes antigénicos de la
vamente y de nucledtidos de 97% para lagyroteina VP6, que es la que clasifica a los
dos cepas. Los porcentajes de homologigy en sus correspondientes grupos. Tenien-
mas distantes se observaron con cepas d¢y en cuenta que los determinantes
Eslovenia, Argentina y China con porcen- antigénicos de los RV del grupo A son com-
tajes de homologia de aminoacidos de 73partidos entre cepas humanas y animales,
76 y 76%, respectivamente con respecto aste método de diagndstico puede ser utili-

la_misma cepa. El arbol filogenético hace z53do para este ensayo en muestras anima-
una clara representacion donde se agrupfss (Maeset al, 2003).

la cepa colombiana, rusa y estadouniden-

se, las cuales quedan aparte de las europe%sI slisis fil L. licad
y suramericanas. analisis filogenético aplicado en este tra-

bajo aportdé herramientas para llegar a va-
rias conclusiones: inicialmente fue utiliza-
do para determinar el serotipo viral, el cual
El RV bovino es la principal causa de dia- S€ determina regularmente con una PCR
rrea en terneros entre una y tres semanas didada utilizando cebadores que amplifi-
nacidos. Los reportes epidemioldgicos can secuencias de distintos tamafios depen-
muestran prevalencias de 10,3% (Barma,ﬂientes del serotipo. En este caso, ante la
et al, 2004), 12% (Ciarlett al, 1997), 30% ausencia de esta técnica y con la ayuda de
en Tunisia (Fodhat al, 2005) y 46% en los alineamientos, se logr6é determinar
Estados Unidos (Maest al., 2003). Los similaridades filogenéticas de la cepa UJ
resultados obtenidos en las muestras procon €l serotipo G6 (Parrefet al, 2004).
badas en este estudio, revelan un porcenta-
je de positividad del 7%, lo cual es bajo Ademas, el anélisis filogenético llevé a
para lo esperado. Esto puedo ser atribuid@videnciar que el RV bovino identificado,
a que estas muestras no fueron recolectano esta relacionado con ninguna region
das de terneros que fueran visitados por logeogréafica especifica. Esto se puede afir-
veterinarios por presentar la diarrea, sinomar por la poca similitud de la cepa UJ con
simplemente en terneros que presentabagepas suramericanas y la relacién con ce-
una leve diarrea que no generaba alarma epas rusa o estadounidense. En caso de que
los servicios de salud. existiera relacién de las cepas con la loca-
lizacion geografica, la similitud de la UJ se
Las cepas G6 y G10 son los serotipos masaria evidente al formarlusterscon cepas
frecuentes que infectan bovinos, es por estale regiones cercanas o al menos con regio-
gue seleccionar por azar una cepa comes relacionadas entre ellas y no tan dis-
serotipo G6, era bastante probable y paretantes como lo son Estados Unidos y Rusia
ceria ser un prototipo frecuente dentro de(Parrefioet al, 2004).

DISCUSION
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Una tercera evidencia que se obtiene corpoblacion afectada y generar estrategias
la herramienta filogenética es la ausencigpara su eliminacién y control. Para darle
de recombinaciones de la cepa UJ con resmayor impacto y veracidad al 7% de por-
pecto a las cepas bovinas. La corta distaneentaje de positividad reportado en esta
cia filogenética con cepas clasicas tipo Sl-poblacién de terneros, deben continuarse
B8 y la amplia distancia con la PP-1, queestudios epidemiolégicos que amplien el
ya habia sido descrita como cepa recombitango de muestreo y aumenten el niamero
nada, muestra que la UJ es altamente corde resultados de los cuales se pueda obte-
servada dentro del grupo de cepas de R\her un dato que pueda ser atribuido a toda
bovino y afirma la posibilidad de ser un la poblaciéon de terneros de la region.
prototipo clasico dentro de la especie.

Estudios filogenéticos son herramientas
Al tratar de explicar la distancia encontra- clave para determinar origen, relacién con
da entre la cepa UJ y la PP-1, encontramogl huésped, capacidad zoonotica y despla-
un reporte publicado en el 2001 donde loszamiento del agente patégeno, de tal ma-
autores presentan a esta Ultima cepa, compera que estudios epidemiolégicos deben
causante de diarrea en experimentos comstar asociados a estudios filogenéticos para
cerdos. En este reporte se muestra como lbbgrar un conocimiento més sélido del pro-
cepa se replica en terneros sin producir sinblema de salud que afecta a individuos de
tomas clinicos, lo cual la reubicaria como cualquier especie en cualquier parte del
una cepa mas cercana a RV porcino que aundo.
RV bovino. Estos mismos autores demos-
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