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ments sz ha 21 prancieal

agente etiolodgicoe de de 2 anms (Davidsaon

Yy col. 1¥7%5.

Ecstudics hechoz 2orn Bangladssh (Blachk y.col. 1982:. revelan gque 1z mitad
Adw las casos. de gastroenteritis er nifos pequenos estan asociadoe con

rotavirus. En Méxice son 1cs vesponsa2bles de aproximadamente <1 “oge

loe casnms de gastroenteritis zouda (Espelio y col. 19790 .
Los rotavirus fusron observados por primera vez en 1972 =21 analizar a1

microascoric ela2ctrdnico unz biorsia duodenzl tomada de un paci=2nte con

i

z2stroenteritizs 2guda no bacteriana (Bishop y col. 197310,

I

damas de haberse aislade de las hieces fecales de ninos, haen 2130

enrontrade  tambisn en  lae heces de la2s crize de un gran namero de

mami{feros, incluyzndn becerirce y lechones, donde los rotavivwse causan

syzndes weérdidas cconomicas debido principalmete 2 12 pardida 32 250
e loe =znimale:z wn cracimienta, aunaue tambien e mortzlidad 2=

importante (Snyder vy col. 1532).
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Los 11 segmentos “déb éuﬁif(cadaf

cCOMPONEn al SENoOMma del wvirus tisnen un tamafe qus oscila entrz <&l Y

3

QOO0 pares de bases . Estos 11 segmentos pueden cEpararse POy
electroforeszic 2n aeles e polizcrilamids, dando N patron o niuy
carvacteristico. FPara los rotavirus aislados de humenos ., se han

reportado dos tiros de patrones electrofordticeos, unco “corto® o 25 ¥
uno "largoY o 2L. La migracidn de los seamentos 2, 10, ¥y 11 es menor
en 2l patron Ycorto" con relacion 21 "largo" (ver figura 1. EH Hexico
21 patrdn que e pyas=nta mas frecuentemente g el largo (Eespeio ¥ col.

19785 .
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Fig. 1.~ Bel de acrilamida - bisacrilamida (10%-0.27%) tenide con
nitrateo de plata, en 21 gque se muestran los patrones electroforeéticos
caracteristicos del genoma de rotavirue humano: 1) patrén *largo" o 2L;
2% patrén "corto" o 25. A la derecha del gel se numeran los diferentesn
seémentos de RNA de acuerdo a2 su migracien 2leactrofordtica. Dbsérvess
la diferencia gue hay er lz2 migracion de los seamentos 2, 10 y 11 en @1

Fatron largo vy en el corta.
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idemiz  pusden.surair rot ferotipos diferenta:.

zminoicides’

electrofOtétf¢a ¢

En el rotzvirus.

coms  componcntes  de  TEspé4d;y ¢§;!:198LJ. Lz capside
UPZ .y UP?. UF3 (codificada
o el gane
para que a1 ‘(EspeJo y col, 19813, Este corte
produce dos polipéptideos: Qﬁé, y .. UF8. UP2 ademas tiene actividad de
temaglutinacion y éoﬁfiéné éigunos de los epiriopes de neutralizacion
del virusg (Halica‘y coi?ri9315. Qﬁ?, la ctra proteina de capz externa,
es unea glicorroteina codificada poY 2l segmento L. Estes proteinaz
tambieén porta determinantes zantigdnicos de newutralizacidn. A4 travecs d=
ensayons de neutralizasidn s2 ha dividido 2 los rotavirus zislados de

humancs en 4 sarotipos diferentes. Los rotavirus de serotipo 1 =on le

que <s2 aileslan cor mace frecuencia.

La Capeids: interna ER formada por 3 proteinzs: VUP1, VP2 v VEes. Lz
proteins P, codificzda P =1 gense [ 2 E 12 qite rontiaene 1oz
detérminan{:e zntigsdnicas comunes da grupon. SIin embargso, pPor e2ns2yss Jda
fidacion e complemante, irmupoelasctromicrogcopia ¥ ELISs, 52 k2
dreszyrita en reste palipdptido la Prasoncila 1z cuando RO S un




determinegnte TNT1A@eNICS o comuen, S 2wual e oservado para clasificar -
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Tanto er 1os

pPalssas desearvollados Fcomo

infaciicn c
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En neonatdsﬁi
Gurwitih ¥

existaenciz Y2 un

L

celulze el intecstino ™

aparesen con 12 maduracion:

ftra explicacion wavra el bai it : flaryea Tansado por rotavirus

en neonatos pudiers:z ser loégnive125'dg.tripsina'en el intestino po

dabajo de lo necesario para activar s iafecbividad vival, va que in
Yitro, la presencia de trirsina en =21 medioc activa € incrementa l=

infectividgad del vivrusg. Ademds, in vin, 12 tripsina. parece Jugar un

in

= necesarijia su

rapel similar, ya gue para que la infe;cidn ve produzca 3
pregencia (Mc Lsan y Holmes 19815,

Los neonatos son una fuente importante de 1nfeceolon Para sus padres ¥
rara . los otros miembroe 3¢ la fazmilie. E1l contagio‘a traves de nifms
p2ausfiios infectadoe 2n la familia y la falt- de sacidad, causan brotss
de infeccion por rotavirwe humzno (RUH) (Englmbesre ¥y col. 1522 .

Gtros factores gue incrementen 2stog brolzz 3

feccinens son el d2escenso

1= Pruairmadad Yy el comicnay Jde la estacidon frice (Echeverria 'y




Ern un 2zrudr:is heohd en Japon pear fonne y ool (1533, we observe gue i

<

1z tempervatin-z mediz = menoy = los S grazdos centigrades durvantis un,-

periodo de 10 dias (comoisucede en los meses d: Aoviembre y disiembre’,

cen humanog;: )

1z 1nfeccion aparece

(ver figuraz
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Fig. 2. Frecusncia con que se identificﬁlrotévirus'humano en heces

feczles colectadaé de ninos de O 2 2 éddé déglé Ciudad de HMexico, d=
abril de‘ 24 2 marzao de Eé‘en la Ciudadmdé Hé3ico (Cavymen Soler ¥ colt
comunicacidn personal). -

Los nameros en la ordenada corresponden a2 la frecﬁencia de 1nfecaoion.
La linea continua covyesponde 2 lae infecciones sintomiticas y» la

punteada 2 lzaez asintomaticas.



"Los nines’ de pecho aque

B TN N B I = = e e e W —

-

[x

2 respuect z 1z

hil

(ed]

st a varizacion
diferenciezs e2n la
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infeczién po rotavigus
inmunoglobulinas especificas

tripesina recibideos del call

En general se ha observaidc aue les nifos que se

2limentan de leche

materna tienen unez incidencisz me noy a la infeccidn por el wvivus

{Totltlevdell y col. 197&6). Mc Clelland (1978) propone que lz2 proteccion

i}

se o

1]

oe a aue el ca2lostro de la leche materna contiene cantildadss

considerables de o -~ 1 antitripsina y otros inhibidorses de trviepsina.

reciben leche con niveles muy bzzdos de 2stos

inhibidores de tripsin:, ¢1 se infactan.

El calostvo, al iguzal que 1z leche materna, contiene ademés de
inhibidores de tripsina,l anticuerpos especificos antirotavirus,
2spaecialmente laf secretorz. L2 czntidad de Igh secretora en lz leche
materna dicminuys del Primay 21 quinto diz post-partum. Decpuszs del,

ausinte d1a 2l nivel s2 mantisne estables de S0 a2 200 dize mas, durantsa

2 2

los cualas la i2chea meztErna confiegre proteccidn (Mo Lean vy Holmaes,




b mezo similar., le cantidad de -1 2ntitvipsinz parmanacs constant s
drarants =1 Primey me < post-partun: Decpuess de ests  tiempo, yz o 2¢

d2tectadaz, por 1o aus su efecto Pkb}ector“es«mEEHQQrfb gue el de la lgAa

secretora (Me Lean vy Holmes,

R

Sin embargo,

iy

-i?é3, en tre
EEng parece no
pPro 10N 0CUrY1IE COn

mas fracuencia “gdmunidad donde 1

m

frecuenciz de alimentaciéﬁ*ﬁshViéché:@éfé%g% é;agﬁéyor; Bishop (1979
observa tambidn que los nifos éliméﬁﬁadoéxébﬁ'Iééhe'métérna s2 infectzn
21 iguzl gque los que no lta ingieren.

He Lean y Holmes (1%721) proﬁonen gque la leches matevn:z éolo protegs de
la 1nfeczcion cu2ndo 1o niveles de Igé secretorz y de inhibidores de
tripesing son altos, vy aue probablements estos nifos se a2alimentaron con
leche matevrnz con niveles bajos de estos dos componentes. Ellos han
observado que  cuando los niveles son altosvla‘frecﬁencia de infeccion

se reduce.
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i 1o largo de un ecstudio realizado en Hexico, como parte del proavam

se h2lobsevviado. gu ‘entra la

Cdiarvead

no corvelacionz totalmente;

el wvivus. .ein- presentar’l

comunicacidn personzl).
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El obijietive des

Detevrminar si ferepcia entre los rotavirus aislados de

gl Sn

i

ce’s fecales de  ninos1-¢Q éiﬁiﬁhética y los zislados de

rifcs con infeccidn asintomitica cpmo:detectar si1 algun factaon del

1) $Se compararan genéticémentgllos vétav1rus zicslados de heces fecales
_‘de ninfos con infeccion sintdmética (pacientes)? con los de nifos <on
infeccidn asintomi3tica (controlesi, - fin de establece:r si la”
diferencia de respuesta 2 la infeccién se debg a gque los virus gus la

producen son distintos.

2) Se determinara si hay una diferencia gignificativa en la2 cantidad de

rotavirus excretado en infecciones sintomaticas ¥y en asintomaticas.

3) e buscara si existe un factor de proteccicn 2 la 1nfeccicn en la

leha maternae.

4q) Bazandoss en el patren =2lectroforétice de los virus aislados, se

compararad la frecusncia del patvon "corto" y la del "largo® parz buscar



correlaciop cor algunes de los doe grupao: Jde e@stiudio.

54 .Sz determinaraz .. =i existe unz relacion entve la frecuanciz de
infeccicn 'y algun’ erypg de edad en ‘Fparticular.
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MATER1£LES Y METODOS

1.- Coleccidn _de"mﬁé"sif}.
La ; coleccidn dgi‘. 'aéli‘programa
"Hulticentro" .aue égydiarreéiren
Mexico, con la colgbbéééiérrﬁé; ‘
y Qlfénsé Zamora; o .

Las muestras de heces fecales fuer@n obteﬁidas.de niflae menores d= 3

ntevﬁa alrﬂéspitalrinfantil de Mexico
"Federico Gomez". en el pericdo de abril de 1984 &z febrevro de 1983. E1

arupo de ninos "pacientes" acudieron al heospital por dizvvresz, mientyas

au?z el grupo de ‘controles" acudieron a la consulta por causas
diferentes 2 la gastroenteritis. Las muestras se colectaron en frascos

y se guardaron a a°C mientvas fueron analizzdas.

2.~ Electroforesis.
a) Gel de acrilamida - bis acrilamida (10% : 0.33%> (Laemﬁli. 19707 .
El gel ge corre an solucidn amortiguadora tris-glicinz con 0O.1% dodecil

sulfato de sodio, 2 ZO0V (20 mAl), 4 hr o hastz qusz el se2egmento de RUNA

m&s ligerc migre 3/4 partes de la a2ltura totzal del gel. En 21 caso de
‘1os minigelzs parsz riztaforesics 21 geal solo s2 corvre 30 min en las

condicionzs anteriovecs.

Se pu=de tefir con nitvrateo d2 platz ¥ chservar directamente, © con unaz

salucion de bromuro de etidio (1 mg/ml), observindele con luz UV.




cdurante 30 min.

-V TN T T TNy T ..

b
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Tincion con nitvrato de plate (Beidlev y col. 1%&x:

Se= 25cog9io este método de tincion poraue:es muy sensible,. s6le en =21

0O

2so de los geles aus . se hicisrom . en.e de hibridicion se

uss lz tincidn coﬁ>br6k
El metodeo es el siguiente

1.- El1 gel se fiia en

=

2.- Se coloca =sn una sol. de nitrato de plat:

3.- Se enJduagz Z veces con agua desionizada

4.- Se revela con 0.4 ml de formeldehfdo.gifaé? O Milvde hidrexido

de sodio al 3%, hastz aue aparezcan las banqés‘”l

S.~ Se parz la reaccidn con acido asdtico al 1%,

2.- Deteccidn del virus en las muestras.

La deteccidn del virus en las muestras de heces facales colectadas sa

Nizeo por medio de rotaforesis (Espedo =2t al, 1977). Esta es unsz téénica;“

aue’ se basa en la deteccion del patron elecirofordtico caracteristico

del RNA del virus, en las heces fecales.

En bre=ve consiste en:

a) Se  hace una dilucion de heces al 107 =2n 0.4ml de <o0l. salina

sleclinorurg de sodic Q.85%). Si la muestira est& muy ligquida la dilucien

se hece al S0X.

by Se agrega un volumen iguz2l de sol. solubilizadoraz (EDTA 36 mM, SDS

&%, 2 mercaptoetanol 0O.&%), vy se zagitz vigorcsamente.

<2 Se extrae con 0.2 ml de fenol saturade (150 ml de fenol se saturan




1e
Zanm ur veluman 1gaal 2E una2 c-lucimn de EDNTA 1l Tris 1umbt ph 7.0y
lueas con GO.2 ml e
dy se centrifuga Sorvall
GLC—2B. Da weste Paso resulta

1a Tas

il

acuos a2 aue debe Sey clara .. o

e B estos 15ml d= mdes{?g" de brotheno1
en agarosa SO0%, Y se.rh ia - bis
scrilamida 10% = o.27xfgp§;@m1

) Una vez solidificgéar sel.
smovtiguadora Tris ‘47'§I§c1 ’ciﬁé:1.1522 en
ague i .

a) E1 g=1 se tife con nitrét
Lz muestra s¢€ considera

primeras bandas gel patvon

4.- Purificacion del RNAa viral ldoble cadensz’ .

2l Se diluyen 3g - de 'heces fecales en iml de sol. TSH (Tris

2

(hidroximetil) aminometano 10mH pH 8.2, NaCl 150mM, MgClz2 tmM) .

b Se extraen con un volumen igual de trifluorc tricloroetanc (freonl,

durante 1O min.

c) Se separan las fases POY centrifiugaciodon 2 &O000 vpm, 2R 12 =entrifugs

Sorvall RC-SB, rotor SS34. 10 min a 4°cC.

d) Se toma = fase acuosa, Que ee donde se encuentra el virus, ¥ =%

precipita con polietilénglicol (PEG)Y 2 wuna concentracion final de 8%

durante 12 hr a a%c.

e S2 centrifuga POor 3¢ min 2 10,000 vem, 20 12 centrifugsz Sorvall

RC-SB, rotor SS34 2 a°c.
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21l csabvrenadante. ¥ fe resuspende 2l boton 26 ULl ml ce sol s

an un aradiente discontinuoe de cloruro de cesio (OL.c ml

d2 una gol. de LeCl. de deﬁ;{dad';.

yi1.5 ml @21 de densidad 1.4

g/cm3) .

9) Se centrifuga en 1z
v =2 40, 900 rpm.'
iy Se colecta la'banda{ s-la aue

contieme 2l vivrus y <e ‘di

i) Se coloca sobre dn’ aue tiene una

Y ed mentii

densidad inicial de 1.36 ifuga.a eaquilibric en Yz

ultracentrifuga Beckmzn, 17 hr 2 40,000 rpm, &n =21 votor SWSO.1.

Jo Se colecta la bandz opalescente que migra en lz parte inferior del
gradiente y gue corvesponde 2 las particulas virales. Se resuspends la

banda colectada en S ml de Tris 20mH pH 7.4,
ke > Favra sedimant avr el virQs, se centrifuga 1 hy a 40,000 rem en la
miema centrifuga y rotor antes mencionados. El boton se resuspende en
¥ <2 incuba 30 min 2 temperatursaz
ambiente.

1) Se extrae con fenol saturado y cloroformo.

m) El RNA doble cadena se Precipita con etanol frio, 2 una

concentracion final de &&%, 1 hyr a -70%C.
n) Se centrifuga 15 min 2 12,000 vem, en 21 roter S524 en la centrifugea

Sorvall RC-5B a2 a49¢ y el boton se resuspende en ague desionizada

estevril.

=

S.- Furificacion de virus sin capa externz.

Se sigue del paso (2) al (h) descritos para la purificacion de RNA

' C.25 ml de solucidn solubilizadora,




a

viral doblie cadsn

w

Despuss s2 si1guen los si1guisntes pa

W

= R

=) Se centrifuga 1 hr 5,40,000'

vpm. .y el boten se reeuspende en 250 ml

de Tris 20mH pH- 7.4, ee usa Para auitay las

Proteinas de la  capaiegxte: ya que

stlo a5 activa . en

s

externz) (Cohen v ﬁdi&—

b) Se incubz 30 min 2 teﬁpéﬁét@néfé@ﬁ ent

c) Se coloca sobre una sollrde‘ciSQuFSZd
y se  centrifuga en una uftraceﬁtrifd§a{Be;wmaﬁf?Eo{of SﬁSQ.l 17 hr =
43,000 vem. . S = v

d) 5S¢ colecta la bandz opzlescente covvespondienge}é'ioé'vifus sin capa
externz y s= resuspenden =2n S5 ml de sol. fSM.

e) Se centrifuga en la ultracentrifuga.Beckmép, thor'SUSO.l, 4 hr =
40, 000 rpm. ‘

3 _El viruz sedimentado se resuspende en S0vl ' de a2gua destilada

estéril.

"&.— Transcripcién in vitreo del genoma vival.

Esta teécnica se empledé con 21 obieto de obtener RNA wviral de cadena

sencilla, marcado yvadioactivamente, para usarlo 2n el experimento de
hibridacidn.

a)d [ 30 /Ml de virus sin capa externa, se aéregan 200/M1 dg la sol.
amortiguadora para transcripcian 2 (Tris 70mH pH 2.0, ac=otate de sodio
100mH y acetato de magnesio 20mM, ATP 3ZmM, G6TP 10mM, ©TP SmH, UTP SmH,
S—adenosil metioninz iImH).

by Se anade GQMI de bentonita =1 4%.
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ct S agr3gan 25,utur1ee de o ATE .

g

d) Se lleva 2 G.4ml con - agua destilada esteril, y s= incubaz 1

e a2 42°c.

e’ Se detiens la  ¥eadgio

microcentrifuaa Eppendorf , F
f) Se extrasz 1lz mezcla fce
RNAsas y de octras impurezas.

g) Se toma el sobrenadante ¥y

h) Se incuba 12 hv 2 4%C.

i) Se centrifuga 15 min 2 qoc'en,la;m;cfobenikrfuéa Eppendorf .
i) Se retira con cuidado el sobrenadénté. El boten que contiene =1 RNa
recién transcrito se lava con etanol absolutec. v luego con stanol 704.

k) Se resuspende en 100 a2 200 ml de agua destilada estéril.

7.- Yadicidén de la incoreoracion de dATPaz en el.RNA de cadenza sencilla

durante la transcripcidén.

al Se toma una alicuoté de Spl del transcrito y se coloca en un papel

filtro DE8B1.

b Se deda secavr. Se lava & wveces con bifosfato de sodiro (NaZHPGq)

O.53M, S min cada vez.

¢) Se lava 2 veces con asua bidestilada, 1 min cada vez.

d) Se lavae 2 veces éon etanol 20%L, 1 min cazda vez.

@) Se deian. secar los filiros y se coleocan en un frasce con S ml de -5
difeniloxazol (PPO) 21 0.82% en tolueno.

) Se determinaz en el contador de centelleo la cantidad d;

radiocactividad incorporada.
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Tads sz hace pory daelicado pare comprobar que 1z medicion o5 exact:z.

8.- Hibridacion dz BRNa cadena'5gncilla}(lransqrito:marcédbi contra RNg

cadena doble ¢ kefadés en las heces).

El obifrtive de 1 gradﬁ de- homolngla en la
s2cuencia de doe ‘,’7' : e baﬁa en Qe solo 155 secuencias

complementarias pueden hxbr*dar entre‘si. Las hebras del RNA de dobls

cadena cs® separan con calorry‘se p onen’ & h1br1dav con la hebra dﬂ RN#

d= a2dena sencilla marcada radloact1vamant=.

ay Se ponen en un tubo eppendor? 2eteril O.Q/Mg de dsPNa y 10,000 cem
del ivranscrito marcado radiocactivamente.

b Se~ agrega EDTA 2 una concentracién final de S mM vy se lleva a2 un
volumen final de 100 ml con aguz destilada estéril.

c) Se hierve por 2 min e inmediatamente se enfria Z min en hielo.

d) Se agrega la sol. para hibridacién 2 X (Tris 100mH pH 7.5, NaCl

400mM, EDTA 2 mM), llevando 2 un volumen final cercano a 0.2 ml.

e) Se incuba a &5°9C toda la noche.

"f) Se para la reaccldn anadiendo T volumenes de stanol absoluto frio, vy

se dela precipitando 12 hyr a - 20°C.
a) El RN doble cadenz obtenido de la hibridacion se separa en un gel
de acrilamida-biszcrilamida (10%4-0.27%).

) El gel se expone a2 una placa de rayos X (Hodak YX-0MAT-K), proceso

conocido como 2utorradiografia.
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S .- findlisis =2stadistice de las muestiras.
la prueba de 1t . de Siudentr'para analizar si habia una
de.dos muestras poblacionales de

diterencia significativa .en la med

distinto tamano, usando el error e5§éqdéf de cada muestra.
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RESULTADOZ

1.— Cuantificacion de 12 cantidad de RNA doble cadena excretado por

nifos Ypacientes" y Y"controles'.

Se determind la cantidad de RNA doble cadena =n heces con el fin de
tener una medida de la excrecion de virus por cada uno de los grupos de
éstudio. Para ésto, 2 purifico el RNAa wviral ﬁartieﬁdo de cantidades
iguales de heces fecales de nifnos pacientes y de controles poyr medio.de
lza técnicza descritz en Materizles y Métodos, y luego se corric en geles
de acrilamida al 10% (vey figura 3).

Para poder estimar con mé&s facilidad lz cantidad relativa de RNA en el
‘gel, se asignaron valores numéricos a las bandas obserwvadas de acuerdo
a su intensidad (ver tabla 1). Se dio un wvalor de 1 2 las bandas menos
intensas en el gel, vy en base & esta unidad v a la comparacion contra
una curva patrdn, se asignd un valeor al resto de las bandas.

La rcurva patrdn se hizo covrriendo unz electroforesis en las mismas
‘condiciones en las que sg corrieron los geles de la cuantificacidn. Se
usd una concentracidén inicial conocida de RNA de rotavirus humano, y se
hicieron diluciones 2 partir de ella. Ademdis, se tomd en cuenta qué 1z

diferencia -en intensidad que se observa entre =1 segmento de RNA mas

1l peso

1]

ar ande tsegmento 15 y el mas Ppequeno {11) es de 10 wvecas

molecular, o sea 10 vec=2s la cantidad de RNA-



Fig. 3.- Gel de acrilamida
nitrato de platz, dé RNa de
heces fecales colectadas de
namevos debado de cada carril

“heces.

x]

~ bisacrilamida (10%~-0.27%) tenido con
rotavirus humano purificado a2 partir de
ninos "pacientes? y "controles®. Los

corvesponden 21 numero de la muestra de



Cantidades
“pacientes"

namero de
1z musstyz

QF™
25F
39P
4SFE
74F
S9F
1221
170F
181p
124F
211F
213°P
252F
258P
267F
271PF
27&F
277E
279F
284F
2859P
28B&P
292F
296P

2SP

42F

47pP

&2P
129P
134P
13SP

vr2latiwvas
Yy "controles®
enero de 1985. N -

TaBLa

1

de-RNa‘doble,Caﬁgne-ex:retado.en heces pPoOr nihos

cantidad vela— =

tiva de RNAY

L R,
WAWBO=DACRNATNC

MNP ==, N0 AU =N ==

Len  muestrac:

.=olectirdas o=

‘Eeeha de co-
RGN lecta

S/a/84
24/4/54
4/5/24
: S/24
28s5/04
7/6/34
/T /54
2 B/59
13/8/84
14/8/84
B1/R2/24
31/8/84
3/10/84
9/10/84
19/10/84
26/10/84
&/11/84
&711/84
7/711/84
19/11/84
Z1/11/84
22/11/84
25/11/684
29/11/84
22/1/85
25/1/85
30/1/35
8/2/85
22/3/85
26/23/895
273,85

mayo s

1584




numerc de ca
la muastra

soc ®
€10
153¢
149¢
175¢C
Zz7¢C
238C
zé1r
273C
280¢C
291¢C

P = .pacientes
bcantidad rel

analizado (ve
2L = patron "
428 = patrén ®
<«C = controles

ntidad rela-— Fatvron Fecha de co -
tiva de RNA : o lecta

Lg2/5/84
2RSS /G4
25/4/84
2/8/84
13/8/284
13/9/84
oo oaleLr L L 20/9/84
S 2L 17/10/84
2L 29/10/84
2L 21/11/84
2L 286/11/84

el ULl U (U (Y

(infeccidn sintomatica)
ativa de RNfi doble cadena encontrado en heces de <ada nifo
r textod. :
largo®
corio"
(infeccion asintom&tical
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El anilisis estadistico de las c;nﬁidadgé ralativas de RNAa doble cadenz
wicretado por ninos “pacienfe%ﬁif:f&bntkolesﬂ tPrusba de t de Student)
indicse que los ninos Ppépiehiéé;> éxérefan cantidades de= dsRNA
significativamente mayores (§{ 0;61) aue los “controles™.

En la tabla 1 tambien observamos Que ‘la frecusntcia Zon quz gparece e

—

patrdn "largo" (&FA es ’ 'mayor que la del '"corto" (214). De las 42
muestyas analizadas éue resultaron positivas para rotavirus, 31 fuevron
tomadas de ninos con infaccion sintomatica; de estas, 12 (2PL) tienen
patrdn "cortot y 1% (617) patrédn "laraeo®. Las 11 muestracs festantes
fusyon tomadas de nifhos con infeccion asintamatica; 10 (R1%) de ellas

presentan patvén Y"largo" vy 1 (94 "corto".



<. Frziuencia  de infeccion por RVH durante 21 periodo de a2gosto d=

1965 a2 febrero de 198é&.,

L= tabla 2 muestra 12 frecuéncia_‘de ;iﬁfécc@ones éintomaticas ¥
asintomaticas durante el periodo de égoggﬁ de i985 a febreroAde 198 .
Lz coleccion se hize en los meses frios‘yg que.sé sabé que 25 cuanddo se
eleva la frecuencie de infeccion por -RVH en-lé Ciudad de México (Espeuso
Y col. 1978) (vey fig. 2. . |

La frecuencia con que se 2isldé’ rotavirus de nifios sintom&ticos y

asintomiticos durante estz periodo ' fue des 261 y 4.5% respectivamente.
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TaBLa 2

Frecuenciz de infeccien por rotavirus-en ninos "pacientes"
"controles®. ) ’ 5 R R e :

## total de : #,dehmuésir‘s , i de»mﬁésffaﬁi

muestras - positivas ‘Positivas
l Pacientes &1 1é .
Cpntroles =37 . [:




u
A

<.= Hibridacion. . cruzada. de’ los genomas ~de rotavirus @ aislados de

infecciones sintomdticasiy asintomati

La hibridacion entre, RNA ge cadenasencilile y RNA de cadena doble se
realizé con el fin de poder conocer el grado de homologta.que hay entre
la secuencia del genoma de los virus que producen infecciones

sintomdaticas ¥y la de los que producen lag asintomaticas.

A partir de muestras de heces fecales, se aislaron 4 virus, 2 de nifos

pacientes (89, S) y 2 de nifhos controles (&0c, 2732c).

Usande la tecnicaz de tr

g

necripoidn in vitro descrita en Hateriales vy
Metodos, se obtuva a partir de ellos KRNA de cadena sencilla marcado
radivcactivamente con of aTp3*

Por otro lado, se purifico RNA de doble cadena 2 partir de 14 muestras
de heces fecalec tomadas de 5 nimos montroles y de ¢ pacientes.

Cada uno de los cuatro RNAs de cadena sencilla marcado radiocactivamente
se Hibridé con las 14 muestras de RNA a ser probadas, y posteriormente
se corrieron en geles de poliacrilamida 10%. Los geles se timeron con

bromuro de etidio (figs. 4 y &) y posteriormente se expusieron a2 una

placa fotografice durante 2 semanas & —70%C (figs. S y 7). Se muestran

los resultados de hibridacidn del RNA del virus S (paciente) y del-

virus &0 (control) con los dsRNA obtenidos de heces).




jot A0 260 15 L 95 A5 A ae g a3k Gle GO g 5 -5

y controles hibridado con RNE&

S, ceparado en un gel de

virus

- ado radioactivamente del

poliacrilamida 10% y tenido con braomurc de etidio.

Fig. &.- Autorradiografta del gel de la fis. a .

j Los numeRYos en 1la parte superior de 1as f1guras son-ios que e
asignaron a las muestras segun el orden en que fueron colectadas. Junto

a2 ellos aparece el numero del ssRNA contra el que se hibrxdavon.

indica que %€ trata de un control.

A_ a0 Ll Phe cle oo 6o 5 5 -5
Sefh ,.-,:. A : -, W—? o

La letra 'c® junto a los numeros

26?2% ze? 125 mz Js_ a3




Fig. 5.- RNA obtenido de nifos pacientes vy controles hibridade con RN& "
marycado radigactivamente del virus &0C, separado en un gel d=
poliacrilamida 10% y tenido con bromuro de etidio.

Fig. ©.— Autorradiografia de la fig. S

N ele € — 6O0c

g

2012
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e

!
1
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l.Las figuras 4 Y o corresponden 2 gelés_de adrilamidAf— bisacrilamida
(10%-0.27%) que fueron co?rid@sjenﬂédlUcfﬁé‘amoftigUEdofa‘tris—boratoe.

1 b 2 30'mﬁu-Estos;geléé”iﬁé'énztB Cédibrpmuré:de etidio, y en

21los aparecen todas las banda

Las figuras S y 7 corresponden a'la
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Cuando se comparan las fotomarafias de los geles tefidos con bromure ds

etidico con las autorradiografias  correspondientes - (2a las aus sole

aparacen las bandas aque ''si hibridaron " . con el RNA radicactive), s=

nts:10 'de RN& del virus 2&7 no.

_ﬁ)f‘mientraquue todos
los otros segmentos éi Hibridéfop' -eliéaso.del segmento 10 las dos
hebras del RNA doble Eadéha siﬁ§féméﬁ£e;fenaturalizaron, y es lo que se
observa en el gel tenide §oarbfomurq de etidia (ver fia. 4).

El segmento ¥ marcado radioactiyamehte, obtenido de la muestra &0C, no
hibrida practicamente contra ningun otro geane 9, ni de los aislados de
nifos controlece, ni de los d= nifose pécientes (Qer figs. S ¥y 7).
Tampoco se observa hibridacidn entre los genes 9 de los wvirus 25 y S.-
Losg genes 4 de los wvirus &60C y § hibridan bien contra todoes los genes
homdlogos de los rotavirus probados.

El resto de los segmentos de los virus &0C y & si hibridan con los
sagmentos correspondientes.

Los transcritos aislados de los virus 8% y 273 incorporaron poca marca
por 1o gue no se muestran los resultados.

Los‘ resultados anteriores muestran que el grado.de homologfia entre las
secuencias de RNA de 10s virus aislados de nifios pacienties y controles
2s alto, .lo cuail sugiere gque el tipo de infeccidn (sintomidtice &
asintomitical probableménte no se debe a grandes diferencias génicas

entre virus.
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4. - Fapel de la lech=s materna en la freacuencaia de 1tnfecsiones

sintomaticas y asintomaticas por rotavirus:

Para wver si la ingest. ba-de alguna manera

nicas’en las infecciones

materna ¥y de los que nbfilg ﬂﬁgéigﬁ,!lcénﬁélitipo de infeccidn aque
presentaban (ver tabla 3. 7

En la tabla 3 se muestran datos de los expedientes médicos de los nifos
de quienes se tomaron las muestras ¥y gue resultaron positivos para RVUH.
Podemos ocbservar que Qn 164 de los nifos éon infeccionee sintomdticas
(pacientes) se alimentaban con leche materna, mientras que de zquellos
nifos que presentaron infeccidn asintomatica (controles) un 33% ingeria.
leche materna.

Estos datos pPodrian indicar que 12 alimentacidn con leche materna si
Juega un papel en la presencia o ausencia de sintomas, ya que la
frecuenciaz de ninfos alimentados con leche materna es mayor en el grupo
de los  gue presentan infeﬁcion asintomatica que en el de los que
present an sintomatica. Sin embargo el tamano de la muestra es muy

peqgueno para poder obtener resultadeos estadisticamente significativos.



TABLA 2

Efeclo de la ingesta de leche materna sobre

manifestaciones clini infecc

tipo de 2li- # de P % de P
mentacion

Leche materna " 6 Y- AT T SRR IR i > S

Leche de vaca 30 - Ban. e eex

P= nifos pacientes

C= nifos controles
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S.- Frecuencia de lnfétdion:qemé¢Qargp@a:léVéﬂééfvm 

[y

La fyecuencia_rde iﬁ*%gcién;péf*}bfainﬁs ée:éﬁéiiéovcén rglaéion IS
edad (ver fia. 8. T o A

El Irupoc de ninos gque tienen dg 7 a 12‘mesés de edad es’el ﬁue pﬁésenta
mayor frecuencia de infecci@h. En los nifiocs mayores de 12 meses la
frechncia de infeccion,disminuye.

Dentro del grupe de nines de 19 2 24 meses no se pPresentd ningun caso

de infecciodn.
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Fig. 8. Se muestra la distribucidén por grupos-de aedad de 1los ninos que
. . ) : - i abril da
resultaron positivoes para rotavirus durante -~ . el periodo de 84 a
marzo de 85.

Las ’qolumnas reprasentan el nidmero total de muestras tomadas en cada
arupoc de edad.

El. area sombreada representa solamente a2 laes muestirzs que resultaron
positivas para rotavirus.

En la parte superior de la figura se muestra la-frecuencia de infeccidn

por rotavirus en cada grupo de edad.



diarrea

1. Cuantificacion dé RNA dob!

.

Para estimar 1la ‘réplicacio ira > ant RNA ‘doble cadena

excretado, ya que es -un método,séhc;llp que . d Uen‘vrefledo del

numero de particulas virales producidas en . la infeccion.”

La diferenciz observadz en el nivel de remlicacion del virus (visto por
la excrecicon de RNA) =2ntre ninos pacientes y controles, pudierza ssv la
exPplicacion de la presencia o ausencia de diarvea. En nifios controles =2

pesar de haber algunas c¢élulas epiteliales infectadas, podrian quedar

todavie suficientes células epiteliales para llevar 2 cabo las
funciones de absorcidn normales, lo cual evitariaz la diarvea.

El vesultado obtenido no fue corregido respecto a2l volumen total de

excrecidn de heces de ninos controles y pacientes debido 2 la ausencia

de este dato. Sin embargo, ufn argumsnto E favor de nugstras

cenclusionas es que aun considerando que los ninos que padecen la

presentan mayor ndmerc de evacuaciones que 1os nifos que no la
éédecen y por lo tanto las particulas virales podrian encontrarse mis
diluidas, . se observa mayor excrecitn de RNA en los ninos pacientes aque
en 1qs controles, y pPoOr lo mismo podria concluirse Que hay mayor

replicacién viral en los pacientes.

L@ﬁ menor vaplicacidn de wivrus en 1os ninos cofntrmles puede deberse a

diferentes factores dependientes del la cepza viral presente o del

huesped:

ajl virales: i.- diferente capacidad para replicarse en las células




1ntestinzles iy.-— numer o oo pariticulas 1nfercciosas 1nge2ridas. b del
nueepad: 1.- inmunidad pPasiva parcial (probablements conferidz poyv 1=
leche materna), il.- niveles de tripsina.y de 'inhibidoresz age traipsinz

en el intestino.

c) Una mezcla de 1los dos

2. Hibridacion de 1Q§fgﬂ§ gifﬁﬂérae dobtle

cadenz del genoma vival. .

Tomando en cuenta las funcions=s ﬁuE'ise han asignado a los genes
codiflcados por los segmentos 4 yv ¢ AEbemos esperér el ﬁayor nameroc de
variacioes en ellos al comparar vi}us zislados de ninos pacientes y de
nifos coniroles.

El gene 9 codifica para 1la proteina VP77, uno de los antigenos de
neutralizécién dal vivrus, y probabhlemente esta Proteina s2a L IF-1
responsable de la unidn del virus a los receptores de la c<£lula huseped
(Hatsuno y c¢col. 1983).

A su  wvez, el gene 4 gue codifica para la proteina VP33, restringe el

crecimiento celular in yitro (Greenberg vy col. 1982) e in vivo v

determina ademas el rango de huésped.

FPor lo tanto, los genes 4 y 9 de los virus analizados podrian estayv
pPoco .conservados entre los virus aislados de infecciones sintomaticas
en re2lacidén a2 los aislados en infecciones asintomaticas-

Aunaue los resultados de hibridacidn mostraron que no hay diferencias
gendticas lo suficientemente grandes entire virus aislados de ninos
controles Yy Pacientes wpara sevr detectadas por hibridacidn, todavia

aueda l1a pocsibilidad de que diferencias puntuzles pudieran ser




y2sponsables de la mayor o menor patogenicidad del vivas .

3. Diferencia en 12 frecuenc ceion Qb%éfGéde*ﬁehghdiendd de)

Nuestros resultados coinctden‘con resultados previos de otros autokésr;
en que s1 hay una diferencia en la frecuencia con gque se presenta la
infeqcion por rotavirus dependiéndo de lz2 edad del nifo. Probablemente
ips' nifos mayores de 18 meses hayan adguirido anticuerpos en
infeccioneé,previas, quedando protegidos 2 un2 nueva infeccion.

La ‘probabilidad de que nifcs menores de esta edad no hayan sido

infectados previamente y desarrocllado anticuerpos €s mayor.

4. Frecuencia de infecciédn por rotavirus con electroferotipo "largo" ¥

Ycorto".

Cuando se analizaron por electroforaesis los virus aislados de ninos
pacientes ; ;ontroles en el periodeo de mayo de 84 a enero de 85 se
observé que solo 1 de 11 virus provenientes de nifios controles teniar
patrén "corto", mientras que 12 de 21 virus 2islados de nihos pacientes'.
tenian asste patron.

Esto sugievre que: -

i) los virus con patrén "corto! son miAs patdgenos que los de Patrﬁn

*largo", o bien ii) que la poblacidn de ninos sucepitibles a2 infeccidn,



i 5
P

POy Yaotaviviee 2staba menes pProtegids montrz wvirus ds patrorn “corto®

(serctlipae z, subgrupo 1) que contra 1ns de patroﬁ "largo" (serotirpo 1,

3, o 4, subgrupo 11).

Durante 1977 Espeio y coll, éhtoﬁtké?oh Qe laifrecuencia de infeccion

de virus con patvréon. "cortot

frecuencia de infeccidn 'por'virus*coh‘pa{rén,fcorto“ obtenida fue de

2174 del total de ninés infectado& con votavirus;

La explicacidn al cambio “de frecuencia de un ano 2 otro con Que se
pPresentaz cada patron pPudiera ser que hay afos en los gue la poblacidn
es suceptible a la infeccidn pPOY un tiro de virus, y #n los anfos
subsecuentes 1a poblacivn gue ya adguirio anticuerpos no se infecta con
ese mismo tipo. La poblacicn vuelve a2 ser suceptible 2 la infeccidn
cuando aparecen Nueves individuos en glla.

Egsto es muy claro para el patrdn “"corto", ya que solo covresponde a un

serotipo. Para el patrdén "largo" ce necesitarian estudios de

.serotipificacidn para poder distinguir la frecuencia individual de cade

serotipo.
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