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Virus entéricos distintos de rotavirus y norovirus en
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Juan I. Degiuseppe?® ®, Maria T. Soto®, Christian Barrios Mathieur?, Karina A. Gomes?,
Juan A. Stupka® ®, Red Argentina de Vigilancia de Gastroenteritis Virales?

RESUMEN

Introduccién. Los datos de frecuencia de los adenovirus entéricos, sapovirus y astrovirus en casos de
gastroenteritis aguda esporadica en Argentina son escasos.

Métodos. Diseno descriptivo sobre una seleccion de muestras de heces de menores de 5 afios con
diarrea remitidas durante el periodo 2010-2021, con resultado previo negativo para rotavirus y norovirus.
Se estudio la presencia de adenovirus entéricos, sapovirus y astrovirus por métodos moleculares, con
posterior genotipificacion de las muestras positivas.

Resultados. De 574 muestras seleccionadas, en 226 (39,4 %) se identificd al menos uno de los virus
estudiados. En particular, se detectaron adenovirus, sapovirus y astrovirus en el 30,7 %, el 5,6 % vy el
3,1 %, respectivamente. El adenovirus 41, los sapovirus Gl.1 y Gl.2, y el astrovirus 1 fueron los mas
frecuentemente detectados. Se identificaron dos muestras con astrovirus no clasicos.

Conclusiones. A pesar de ser menos frecuentes, estos enteropatdégenos son responsables de un
numero considerable de episodios de diarrea esporadica. Por lo tanto, su estudio y vigilancia contribuye
significativamente a reducir la brecha de casos no diagnosticados.
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INTRODUCCION

La gastroenteritis aguda representa una de
las principales patologias de importancia en
salud publica en la infancia a nivel mundial.' En
Argentina, previo a la introduccion de la vacuna
contra el rotavirus al Programa Ampliado de
Inmunizaciones (afio 2015), se notificaban al
Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud
alrededor de 500000 a 600000 casos por afo
en menores de 5 afos.? Sin embargo, luego de
la implementacion de esta estrategia, se observo
una rapida disminucién del 20 % de los casos de
diarrea aguda de cualquier etiologia.?

Ante un cuadro de diarrea aguda no
inflamatoria en un menor de 5 afos, diversos
estudios sefalan que la etiologia mas
frecuente de este evento se supone viral. Los
enteropatégenos mas frecuentemente detectados
en este grupo etario son los rotavirus A (RVA) y
los norovirus (NV).4% Antes de la incorporacion
de una vacuna especifica, el RVA se identificaba
en alrededor del 25 % al 30 % de las muestras
estudiadas,’” con posterior disminucién de mas
del 50 % en su prevalencia a partir del afio
2016.37 Por otra parte, en los ultimos afios los
norovirus han captado la atencién debido a su
elevada frecuencia de deteccién, principalmente
asociada con la implementacién de métodos
moleculares y por un aumento a expensas de la
disminucion de los casos asociados a rotavirus
en aquellos lugares con coberturas aceptables
de vacunacién.® Sin embargo, aun se mantiene
elevada la proporcion de diarreas agudas no
inflamatorias de etiologia desconocida.*® Otros
virus productores de diarrea descritos desde
hace décadas son los adenovirus (AdV) entéricos,
los sapovirus (SaV) y los astrovirus (AstV), pero
estos se encuentran subestimados, en ocasiones,
por desconocimiento y/o por no considerar de
importancia el diagndéstico diferencial, ya que el
tratamiento de los casos de diarrea aguda no
inflamatoria es sintomatico.

Los AdV producen un amplio espectro
de enfermedades, que incluyen infecciones
neurolégicas, respiratorias, oculares y
gastroentéricas. Se los clasifica en 7 subgéneros
(AdV A a F) y al momento se han identificado
mas de 50 serotipos en humanos. Los
pertenecientes a la especie F (serotipos 40 y
41) son los mas frecuentemente asociados a
cuadros gastroentéricos. Su circulacién no es
influenciada por patrones estacionales y, aunque
presentan distribucion mundial, su prevalencia
varia entre el 2 % y el 15 %.%'° Recientemente,
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los AdV entéricos del serotipo 41 se detectaron
en numerosos casos de hepatitis aguda grave en
nifios inmunocompetentes, aunque se desconoce
su rol patogénico."

El SaV produce gastroenteritis aguda
principalmente en menores de 5 afios. Sin
embargo, se lo ha detectado como agente
causal de brotes epidémicos en todos los grupos
etarios.’? Debido a que pertenece a la misma
familia que los norovirus, presenta caracteristicas
similares y se lo identifica con mayor frecuencia
en otofio e invierno. Desde el punto de vista
molecular, se dividen en 5 genogrupos;
cuatro de ellos (Gl, GllI, GIV y GV) infectan
humanos y estos, a su vez, se subclasifican en
18 genotipos.™

Los AstV humanos presentan distribucion
mundial, con mayor incidencia en el invierno.
Afectan principalmente a menores de
2 ainos, pero, al igual que la mayoria de los
enteropatdgenos virales, la infeccion representa
un mayor riesgo en pacientes inmunosuprimidos y
adultos mayores. Genéticamente, se los clasifica
en 2 grupos: i) AstV clasicos, que incluyen
8 serotipos, y ii) nuevos AstV, de los cuales se
han documentado en muestras de materia fecal
humana los clados MLB y VA. Los AstV clasicos
son aquellos detectados en forma mayoritaria,
con una prevalencia global entre el 2 % y el 9 %,
mientras que los nuevos AstV se han aislado muy
esporadicamente a nivel mundial.™

En Argentina, si bien se han descripto estos
patégenos como agentes causales de brotes
de gastroenteritis aguda,’ no existen estudios
actuales sobre su frecuencia en los cuadros
de diarrea aguda esporadica en menores de
5 afios. El unico antecedente es un estudio de la
etiologia viral en 66 pacientes sintomaticos hace
mas de dos décadas, en el que los agentes mas
frecuentemente detectados fueron rotavirus y
norovirus.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio
fue analizar la frecuencia de deteccion de los AdV
entéricos, SaV y AstV en muestras de materia
fecal con resultado negativo para rotavirus y
norovirus en menores de 5 afios de Argentina con
sintomatologia diarreica.

METODOS

Se condujo un estudio descriptivo sobre
muestras de materia fecal de menores de 5 afios
con sintomatologia diarreica que fueron remitidas
al Laboratorio de Gastroenteritis Virales del
INEI-ANLIS Dr. Carlos G. Malbran durante el



periodo comprendido entre 2010 y 2021, con
resultado negativo previo para rotavirus A 'y
norovirus. Dichas muestras forman parte de la
coleccién de archivo que los integrantes de la
Red Nacional de Vigilancia por Laboratorios
de Gastroenteritis Virales envian al Laboratorio
Nacional de Referencia para estudios especiales
y con fines epidemioldgicos.

Para la seleccion, en primer lugar se relevaron
aquellas muestras que registraban en la base
de datos un resultado negativo para rotavirus y
norovirus. De ellas, para cada afio del periodo
mencionado, se selecciond una muestra de
cada cinco (que representaba aproximadamente
un 20 %) para ser estudiadas mediante una
estrategia de muestreo sistematico. En el caso
de que alguna de las muestras seleccionadas no
contara con el volumen suficiente, se reemplazé
por la siguiente, de acuerdo al registro.

Las muestras fueron previamente diluidas en
una relacion 1:10 con solucién fisioldgica estéril
y posteriormente centrifugadas. El sobrenadante
se utilizé para realizar la extraccion de acidos
nucleicos en forma semiautomatizada utilizando
el sistema KingFisher™ Flex (Thermo Scientific,
Massachusetts, Estados Unidos). Los extractos
fueron agrupados de a cuatro y, posteriormente,
a cada uno de los pools se les realizé la deteccidn
de AdV entéricos por PCR, y de SaV y AstV
clasicos por RT-PCR, en tiempo real."” Los AstV
no clasicos (MLB1 y VA1) fueron estudiados
mediante una RT-PCR a punto final con
visualizacion de los productos de amplificaciéon
en un gel de agarosa al 2 %." En el caso de la
deteccion de alguno de los agentes virales, se
llevd a cabo el mismo procedimiento para cada
muestra individualmente.

Posteriormente, aquellas muestras
con resultado positivo para alguno de
los enteropatdégenos estudiados fueron
posteriormente genotipificadas mediante la
amplificacion y secuenciaciéon de la regién
de variabilidad genética (exon, solapamiento
entre marco abierto de lectura -ORF- 1y 2,
y ORF1b para AdV entéricos, SaV y AstV,
respectivamente).'®2" Se describieron las
proporciones de frecuencia de deteccion para
cada uno de los agentes virales bajo estudio y los
genotipos identificados.

Si bien el presente estudio utilizé muestras
clinicas humanas cuyos datos filiatorios
y/o epidemiolégicos podrian vincularse con
individuos, la obtencion del consentimiento resulté
impracticable o hubiera sido muy dificultosa
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debido a que fueron pacientes que consultaron
por un solo evento de caracter agudo de 3 a
10 afios antes de llevar a cabo la investigacion.
Asimismo, las muestras clinicas fueron
anonimizadas y, como en este estudio no se
consideraron datos vinculables al paciente como
variables de analisis, su desarrollo no representd
riesgo alguno, por lo que no se considero
necesario obtener el consentimiento informado.?
El presente trabajo cont6 con la aprobacion del
Comité de Etica en Investigacion del Instituto
Nacional de Epidemiologia INE-ANLIS Dr. Juan
H. Jara, bajo el cédigo Degiuseppe B-03/2023.

RESULTADOS

Del panel de 2876 muestras de materia
fecal con resultado negativo para rotavirus A
y norovirus durante el periodo 2010-2021, se
seleccionaron 574. De estas, en 226 (39,4 %) se
detectd al menos uno de los virus bajo estudio.
Los mas frecuentes fueron los AdV entéricos
(176, 30,7 %), seguido de SaV (32, 5,6 %) y AstV
(18, 3,1 %) (Tabla 1). En 14 muestras (2,4 %), se
identificaron infecciones mixtas, de las cuales la
mas frecuente fue la combinacién de AdV y SaV
en el 56,3 % de los casos. En solo una muestra
se codetectaron los tres enteropatégenos virales.

En el analisis desagregado por afo, se
observd una deteccion de etiologia viral que
oscilo entre el 13,0 % (afio 2010) y el 53,3 %
(afio 2020). Los AdV entéricos fueron detectados
durante la totalidad del periodo y en mayor
proporcion relativa, excepto en el afio 2020
en que AstV fue identificado en un mayor
numero de casos (Tabla 7). Asimismo, el SaV
fue detectado practicamente durante todo el
periodo, a excepcién del grupo de muestras del
afno 2010. Por otra parte, la deteccion de AstV fue
mas irregular ya que se lo identificd en 8 de los
12 afos del periodo estudiado (2011-2013, 2015-
2016y 2019-2021).

En cuanto al anélisis de la diversidad
genética, se pudieron genotipificar correctamente
140 AdV entéricos (79,5 %), 18 SaV (56,3 %) y
17 AstV (94,4 %). De los 2 tipos pertenecientes
al subgénero F, el AdV-41 fue el mas
frecuentemente detectado. En las muestras
positivas para SaV, se detectaron solamente
los genotipos 1y 2 del genogrupo | en la misma
proporcion. Por otra parte, el AstV demostro
mayor diversidad debido a que se identificaron
7 genotipos, de los cuales el mas frecuente
fue el genotipo AstV-1. Asimismo, se considera
importante destacar la deteccion de AstV no
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TaBLA 1. Distribucién porcentual global y anual de la deteccion de adenovirus, sapovirus y astrovirus en
muestras de materia fecal de menores de 5 afios. Argentina, 2010-2021

Aino Muestras Muestras AdVv SaVv AstV Deteccion Infecciones
recibidas® seleccionadas global mixtas®
n n n % n % n % n % n %
2010 230 46 6 13,0 0 0 0 0 6 13,0 0 0
2011 235 47 18 38,3 4 8,5 1 2,1 23 48,9 1 2,1
2012 141 28 2 7.1 1 3,6 1 3,6 4 14,3 0 0
2013 135 27 10 37,0 2 7.4 1 3,7 13 48,1 1 3,7
2014 320 64 22 34,4 6 9,4 0 0 28 43,8 2 3,1
2015 322 64 20 31,3 4 6,3 4 6,2 28 43,7 1 1,6
2016 325 65 23 354 4 6,2 5 7,7 32 49,2 4 6,1
2017 327 65 23 354 5 7,7 0 0 28 43,1 3 4,6
2018 316 63 20 31,7 2 3,2 0 0 22 34,9 0 0
2019 324 65 25 38,5 2 3,1 1 1,5 28 43,1 0 0
2020 74 15 3 20,0 1 6,7 4 26,7 8 53,3 2 13,3
2021 127 25 4 16,0 1 4,0 1 4,0 6 20,0 0 0
Total 2876 574 176 30,7 32 5,6 18 3,1 226 39,4 14 2,4

n: numero. AdV: adenovirus. SaV: sapovirus. AstV: astrovirus.:

@ Muestras recibidas en el Laboratorio de Gastroenteritis Virales con resultado negativo previo para rotavirus A y norovirus.
b[ as infecciones mixtas detectadas se distribuyeron de la siguiente manera: 8 AdV+SaV (1 en 2011, 2 en 2014, 1 en 2015, 1

en 2016 y 3en 2017); 3 AdV+AstV (1 en 2013, 1en 2016y 1 en
(2016).

clasico MLB1 en dos muestras (uno en el
afo 2015 y otro en el afio 2016) como Unico
enteropatdgeno viral presente (Figura 7). No se
detectaron AstV no clasicos pertenecientes al
clado VA.

2020); 2 SaV+AstV (1 en 2016 y 1 en 2020); 1 AdV+SaV+AstV

DISCUSION

Este estudio aporta evidencia sobre la
deteccioén y diversidad de enteropatdégenos
virales en casos de diarrea aguda en la poblacion
infantil. Los adenovirus entéricos fueron los

Ficura 1. Distribucion de genotipos de (a) adenovirus entéricos, (b) sapovirus y (c) astrovirus detectados
en casos de diarrea aguda en menores de 5 afnos. Argentina, 2010-2021. Para cada genotipo, se muestran
en el grafico los porcentajes de acuerdo a las referencias de color
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agentes detectados con mayor frecuencia
(30,7 %). Algunos estudios en Turquia y Etiopia
también han detectado este agente en mayores
proporciones,®?® mientras que en otros realizados
en Brasil la frecuencia relativa fue menor.® A
pesar de la variabilidad en su prevalencia, el
genotipo mas frecuente fue el AdV41. Por su
parte, el SaV fue detectado con menor frecuencia
(5,6 %), semejante a experiencias realizadas
en Estados Unidos y en el Reino Unido, en las
cuales el genogrupo prevalente también fue el
Gl.2* Los AstV fueron identificados con la menor
proporcion (3,1 %). Esta frecuencia relativa es
comparable con la descrita en Brasil e Italia,
a pesar de que en Uruguay se han observado
valores superiores.?®* Cabe mencionar que este
enteropatdogeno es el que demostré mayor
diversidad genética porque fueron identificados 7
de los 8 genotipos descriptos hasta el momento,
con un predominio del genotipo 1.

Por otra parte, el hallazgo de AstV no clasicos
MLB1 representa el primer reporte de deteccion
en nuestro pais. Si bien su identificacién fue
esporadica, como se describié anteriormente
en Brasil, Australia, Japon y Estados Unidos, ™
aporta evidencia de su circulacion a nivel mundial
y sugiere su incorporacién a los sistemas de
vigilancia referenciales.

Una fraccién de las muestras presenté
infecciones mixtas (2,4 %), en linea con estudios
anteriores en India y en Europa.?®?” Asimismo,
seria de esperar una proporcion aun mayor
considerando la posibilidad de detectar alguno
de estos tres agentes en muestras positivas
para rotavirus y norovirus, o con algun patégeno
bacteriano o parasitario. Este tipo de hallazgos
aun representa un desafio debido a que no
se conoce con claridad si la deteccién de mas
de un agente se asocia con mayor gravedad
clinica o si alguno pudiese actuar como
copatdgeno, favoreciendo la infeccién de otro
microorganismo.?®’

Estos resultados resaltan la importancia de
la contribucion del diagndstico de virus entéricos
distintos de rotavirus y norovirus a la etiologia
de las diarreas no inflamatorias de origen
desconocido. A nivel mundial, se observaron
diferencias en las prevalencias relativas de estos
virus.*® Por lo tanto, se considera importante que
los centros asistenciales de referencia en atencion
pediatrica conozcan la epidemiologia local o
regional respecto de la circulacion de AdV, SaV
y AstV con el objetivo de evaluar la necesidad
de incorporar su deteccién a los algoritmos
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diagndsticos habituales y en qué tipo de pacientes
justificaria su implementacion. Principalmente,
porque en un contexto de implementacion de una
vacuna especifica contra rotavirus, la frecuencia
relativa de estos agentes podria cambiar.
Asimismo, un abordaje diagndstico que considere
la etiologia viral mas alla de rotavirus permitira
introducir mejoras en la practica diaria y en el
cuidado de los pacientes al reducir el potencial
uso innecesario de antibioticos. En general, la
deteccién de AdV en los laboratorios clinicos
se realiza de manera mas accesible debido al
uso de pruebas inmunocromatograficas que
determinan en simultaneo su identificacién junto
a rotavirus. En cambio, los métodos de eleccién
para la deteccion de SaV y AstV involucran
técnicas moleculares. Sin embargo, en los ultimos
anos los avances metodolégicos permitieron
el desarrollo de kits de disefio molecular que
detectan multiples enteropatdégenos mediante
procedimientos rapidos y sencillos.?°3°

Este estudio presenta algunas limitaciones. En
primer lugar, como el muestreo excluyé muestras
con diagndstico de rotavirus y norovirus, no es
posible establecer una prevalencia neta entre
los patégenos virales mas frecuentes. Asimismo,
en los dos ultimos afos del periodo la cantidad
de muestras de la coleccion fue escasa debido
a que, durante la pandemia por SARS-CoV-2,
las actividades de vigilancia de eventos distintos
de COVID-19 disminuyeron drasticamente por
multiples motivos, principalmente por el hecho de
que el personal de salud se encontraba abocado
a otras tareas y, ademas, por la disminucion
de consultas durante el periodo de aislamiento
social. En segundo lugar, la deteccion molecular
se realizd mediante la estrategia del testeo de
pools de muestras. Esta es una practica frecuente
utilizada en estudios de vigilancia con el objetivo
de optimizar recursos. Si bien se podria esperar
un efecto de dilucion que no haya permitido la
deteccion de alguno de estos patdgenos, la carga
viral de la excrecion en el periodo agudo de la
patologia diarreica es lo suficientemente elevada
como para ser detectada. Ademas, en todos
los pools positivos se detectd posteriormente,
al momento de testear las cuatro muestras en
forma individual, al menos una muestra positiva.
Por otra parte, el panel contemplé muestras
de distintas regiones geograficas de Argentina
debido al alcance nacional de la red de vigilancia.
Sin embargo, el proceso de muestreo y las
cantidades los especimenes seleccionados y las
positivas no permiten analizar la frecuencia de



deteccion a nivel provincial o regional.

A pesar de que tanto los procedimientos
para el envio de muestras con fines de vigilancia
epidemioldgica y la naturaleza del muestreo
no permiten interpretar los datos como una
prevalencia, los hallazgos en este estudio son
coincidentes con lo descripto en la literatura. Por
lo tanto, refuerzan la evidencia de la circulacion de
estos agentes en la poblacién infantil de Argentina
y revelan una reduccion de aproximadamente el
40 % de la brecha de aquellos casos de diarrea
de etiologia desconocida. Este tipo de trabajo
representa entonces un punto de partida de
estudios posteriores en los que se contemplen
otros aspectos como la estacionalidad, el perfil
sociodemografico y su asociacion con el riesgo de
requerir internacioén para jerarquizar factores que
permitan predecir no solo la etiologia, sino también
el prondstico del cuadro. Pero, por sobre todo, con
el fin Ultimo de monitorear la carga de enfermedad
asociada para delinear estrategias de prevencion y
control con respecto a este evento de alto impacto
en la poblacién pediatrica. ®
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