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RESUMEN

En este esudio se analizan un total de 346 muestras fecales para
el diagnéstico y tipificacion de Rotavirus del Grupo A (Enero 1994-
Enero 1995) de una poblacion infantil menor de tres afos, admitida por
diarrea aguda y deshidratacién severa en un Hospital Pediatrico de
Morelia, Mich. Los resultados obtenidos en el Laboratorio, revelan que
148 (42.7%) de las muestras clinicas son positivas a Rotavirus por
Rotaforesis. Mediante el andlisis de perfiles electroforéticos se
determiné que 129 (87.1%) de las muestras positivas a Rotavirus
presentaron un patrén elecroforético "largo” y solo 19 (12.8%) patrén
electroforético “corto”. Ademds de observar una gran diversidad de
electroferotipos. La tipificacién por RT-PCR revela que el serotipo mas
frecuente fué el serotipo 1 (45.9%), seguido del serotipo 2 (19.6%),
serotipo 3 (17.6%) y serotipo 4 (12.8%) respectivamente; 6 (4.0%)
muestras no pudieron ser tipificadas. La infeccién por Rotavirus se
observé con una mayor frecuencia en el intervalo de edad de 7-12
meses (62.8%), presentando diarrea liquida (64 %) vémito (80%) y fiebre
leve (70%).



1.- INTRODUCCION

La gastroenteritis viral aguda es una enfermedad muy comin
que se presenta en forma endémica o epidémica y afecta a sujetos de
todos los grupos de edad. Después de la via respiratoria, la ruta fecal-
oral es la segunda en importancia en la transmisién de agentes y es por

ésta por donde se transmiten las enteritis virales. (Soler, 1994)

La gastroenteritis no-bacteriana es un sindrome que afecta a gran
parte de la poblacion mundial. En paises desarrollados es la mayor
causa de morbilidad en nifios pequeiios, mientras que en los paises en
vias de desarrollo es la mayor causa tanto de morbilidad como de
mortalidad en infantes. (Kapikian, 1988)

La diarrea humana se conoce desde los tiempos pre-Hipocréticos,
algunos descubrimientos realizados en el siglo pasado en el campo de
la bacteriologia y parasitologfa en relacién con los agentes productores
de gastroenteritis revelaron la etiologia de una parte de estos
sindromes, Posteriormente, aparecié ademas de estos descubrimientos,
una parfe significativa de gastroenteritis infantil epidémica a la cudl no

se le asumia ningtin agente etiolégico ni bacteriano ni parasitario.

Debido a que ninguno de los agentes estudiados anteriormente
era €l productor de la diarrea aguda, se crefa que muchas de estas
infecciones gastrointestinales podrian deberse a agentes virales.
(Kapikian, 1988; Kapikian, 1990)

19
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Durante los afios 50's, diferentes investigadores inducieron
enfermedades gastrointestinales en diferentes voluntarios mediante la
administracién de filtrados fecales libres de bacterias. En los afios 60's,
Adams y Kraft (Adams, 1963) reportaron la observacién por
Microscopfa Electronica (ME) de un virus en la diarrea epizodtica de
ratones infantes y poco después, Malherbe y col. aislaron en cultivos
celulares a un virus de 70 nm al cudl llamaron SA-11 por las iniciales
de simian agent. (Malherbe, 1967)

En 1972, Kapikian y col. fueron los primeros en informar la
observacién en ME de un virus de 27 nm asociado con gastroenteritis
viral humana, al cual llamaron agente Norwalk. (Kapikian, 1972) Poco
después, en 1973, Bishop describe el primer Rotavirus humano

asociado a diarrea aguda en infantes. (Bishop, 1973)

Gran parte de los laboratorios de todo el mundo demostraron
rapidamentre la presencia de Rotavirus en materia fecal de nifios e
infantes con enfermedad diarréica y se reporté a este virus como el
principal agente etiol6gico viral de diarrea en nifios. Las enteritis
virales tienen patofisiologia y presentacién clinica comtin, en general el
sindrome es autolimitado, su inicio es abrupto y se manifiesta con
diarrea, natisea, vémito, fiebre baja, dolores abdominales y de cabeza,

anorexia, mialgia y malestar general. (Kapikian, 1988)

Los virus que producen la diarrea aguda, inducen lesiones a

nivel del intestino delgadb, replicindose en las células epiteliales de las



vellosidades, Ln las diarreas de las enteritis virales se presentan

evacuaciones liquidas y abundantes. ( Kapikian ,1988)

De los agentes virales conocidos, Rotavirus es el agente
etiologico productor de gastroenteritis méds importante en los casos de

diarrea aguda infantil. (Soler, 1994; Kapikian, 1988)
1.1, Generalidades de los Rotavirus

Los Rotavirus humanos (RVH) se han detectado
aproximadamente del 30 al 60% en muestras de nifios pequefios con
gastroenteritis aguda. Han sido asociados con enfermedad diarréica en
ratones, borregos, conejos, monos, antilopes, chimpances, gorilas,

pollos; todos ellos en sus primeras etapas de vida.

Los Rotavirus, se consideran dentro de la familia Reoviridae;
(Shaw, 1993; Kapikian, 1988; Kapikian, 1990; Puerto-Solis, 1993; Estes,
1989) tienen semejanza morfolégicamente con los Orbivirus y con los
Reovirus, pero difieren antigénicamente por inmunomicroscopia

electrénica y fijacién de complemento. (Dennis L, 1990; Soler, 1994)

En células infectadas, los Rotavirus presentan diferente
morfologia entre sf, se ha definido la e*istencia de 3 tipos de particulas:
1) particulds completas, compuesta de una doble capside y de
aproximadamente 70 nm de didmetro como sc observa en la figura 1; 2)
particulas de cdpside sencilla que miden aproximadamente 55 nm de

didmetro y 3) particulas que poseen unicamente el core

4



(nucleocépside), y que presentan un didmetro de aproximadamente 37
nm. El término "Rotavirus", proviene del latin ROTA que significa
rueda y fue sugerido porque la superficie definida de la cdpside

externa da la apariencia de una rueda de carreta. (Kapikian, 1988)

Fig.1.- Partfcula viral completa de Rotavirus
(Shaw, 1994)

1.2. Caracteristicas Gendmicas de los Rotavirus

El genoma de los Rotavirus esta compuesto por 11 segmentos de
RNA de doble cadena (dsRNA) que permite diferenciarlos de los
Reovirus y Orbivirus, los cuales poseen solamente 10 segmentos de
RNA. (Kapikian, 1988; Dennis L., 1990) Cada una de estos segmentos
codifica cuando menos para una protefna, figura 2. Este agente esta
cubierto por una doble cdpside protéica, la interna formada por VP6 y
la externa por VP7 y VP4 como se observa en la figura 2. Las tres
diferentes especies morfolégicas del Rotavirus pueden poseer o no el

material genémico, denomindndose particulas vacias cuando no esta

-



presente el RNA en el interior. Este RNA de doble cadena no es
infeccioso por si mismo ya que para transcribirse a RNA mensajero y
poder traducirse a las proteinas virales, que son las que presentan
propiedades antigénicas, necesita de una RNA polimerasa que se

encuentra en las particulas virales completas. (Kapikian,1988)

as ANA Pigioin
1 e 125000

»
3 =30 94000
— #8000
#8.000
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Fig 2. Representacién de los 11 segmentos de RNA; protefnas de la
doble cdpside. (Kapikian, 1990)

Los patrones de migracién de los segmentos de RNA de
Rotavirus, determinados en geles de poliacrilamida, son de
importancia no solo en la caracterizacién biofisica de éstos agentes sino
también como ensayos epidemiol6gicos. El término electroforesis se
usa para describir la migracién de una particula cargada eléctricamente
cuando esta se somete a un campo eléctrico; (Quezada, 1985) en este

caso la partfcula de interés es el RNA.

I



1.3. Proteinas Virales

Como ya se mencioné, este agente viral estd cubierto por una
doble cépside protéica, Las proteinas virales pueden ser de dos tipos:
a) estructurales, que forman parte del virus y b) no estructurales,
aquellas que se localizan en células infectadas con Rotavirus, El virién
maduro contiene seis proteinas estructurales denominadas VP1, VP2,
VP3, VP4, VP6 y VP7. (Shaw, 1993) Se han determinado todas las

proteinas codificadas por cada segmento de RNA genémico viral.

La cdpside externa esta constituida por dos protefnas
estructurales: a) VP7, codificada por los segmentos 7, 8 ¢ 9
dependiendo de la cepa viral, (Hussein, 1993; Padilla, 1993) Es una
proteina glicosilada que se encuentra en el exterior de la particula viral,
induce anticuerpos neutralizantes que definen serotipo de las cepas
virales. Ademds, esta proteina es responsable de la unién del virus a la
célula hospedera (Kapikian, 1988; Estes, 1989) y b) VP4, codificada por
el segmento 4, (Hussein, 1993; Padilla, 1993) se conoce como la
hemaglutinina y es cortada en el intestino por la accién de la tripsina
en VP5 y VP8, lo cual aumenta la infectividad del virus, VP4 es una
proteina determinante de virulencia y crecimiento en cultivo celular, y
parece estar implicada en la unién a la célula blanco y penetracién a
la misma (Shaw,1993; Estes, 1989). Se ha definido su papel como
protefna inductora de anticuerpos neutralizantes en los tltimos afios.
Cuando las particulas pierden las proteinas VP4 y VP7 se convierten
en particulas de cépside sencilla y contienen solamente VP1, VP2, VP3

y VP6. La proteina VP6 es codificada por el segmento 6 del genoma

1



viral y es la més abundante en la capside interna. s altamente
antigénica e inmunogénica. Tiene un papel muy importante en la
estructura de la particula viral, ya que mantiene la conformacién y
organizacién del centro. Es la proteina que mds frecuentemente se

utiliza para el diagnéstico de los Rotavirus. (Estes MK, 1989)

Las proteinas VP3 (98kd), VP2 (102kd) y la VP1 (125kd) se
encuentran formando la nucleocépside. La protefna VP1 es codificada
por el segmento 1 del genoma viral en todas las cepas estudiadas hasta
la fecha. Presenta cierto grado de homologia con algunas enzimas
como las RNA polimerasas virales lo que sugiere que VP1 pude ser la
RNA polimerasa. (Estes MK, 1989) VP2 es la mayor de cstas proteinas
y tiene como funcién la de reclutar al RNA de doble cadena para el
ensamble viral, por lo que juega un papel importante en la
morfogénesis del virus. ( Labble M, 1991) VP3 es codificada por el

segmento 3 y es la protefna estructural de menor peso molecular.

Las protefnas no estructurales son cinco, denominadas NS53,
NS35, N534, NS28 y NS26.

Algunos investigadores han determinado la NS53 en células
infectadas, pero no en las particulas virales, debido a que la sintesis de
-este polipéptido en las células infectadas con Rotavirus demuestra que
es corto el tiempo en que esta protefna es detectables después de la
infeccién. Es un producto del segmento‘S del genoma viral. (Labble M,
1991)



La NS35 es codificada por uno de los segmentos 7 , 8 6 9 del
genoma, dependiendo de la cepa que se trate. Experimentos
inmunocitolégicos utilizando anticuerpos monoclonales especificos,

han localizado esta proteina en el viroplasma de las células infectadas.
(Bass,1990)

La proteina NS34 es una proteina dcida, ha sido detectada
mediante técnicas de Western blot con édcidos nucléicos previamente
marcados. Su presencia se ha determinado en lisados celulares
infectados. (Mattion,1992) Esta protefna junto con NS53 y NS35
presenta actividad de unién al RNA y son componentes intermediarios

en fa replicacién del virus (Hua, 1994)

La NS28 es una proteina no estructural con un peso molecular
aproximadamente de 20 kd y esta glicosilada, Esta proteina se

encuentra en la membrana del reticulo endopldsmico. (Mass, 1990)

La NS26 es una proteina con un peso molecular de 26 kd.
Inicialmente fué catalogada como una protefna estructural, ya que en

una electroforesis migraba con las protefnas estructurales de bajo peso.
(Estes MK, 1989)
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1.4.Clasificacion de los Rotavirus

Los Rotavirus se clasifican en Grupos, Subgrupos, Serotipos y

Electroferotipos.

Grupos: Los virus que comparten el determinante antigénico
presente en la estructura de la protefna VI6 se les denomina Rotavirus
del grupo A. Aquellos que no presentan este determinante antigénico
se les denomina Rotavirus no-A, actualmente se clasifican en 6 grupos:
B, C, D, E, Fy G. (Kapikian, 1990)

Los Rotavirus del grupo A se les conoce como los Rotavirus
humanos (RVH) y son la principal causa de diarrea (Hussein, 1993) en
todo el mundo ya que los serotipos pertenecientes a este grupo se
presentan con mayor frecuencia en el hombre (Ward, 1991; Padilla,
1990). Los RVH se pueden diferenciar con anticuerpos monoclonales

dirigidos a la protefna VP6 en dos subgrupos llamados I y 11

‘Subgrupos: la asignacién de los subgrupos esta asociado con la
proteina de la cépside interna VP6. Hasta el momento han sido
identificado  dos subgrupos, I y II, mediante la utilizacién de

anticuerpos monoclonales difigidos a esta protefna, (Ward, 1991)

Serotipos: Como ya se menciond, las protefnas de la cdpside
interna VP7 y VP4 inducen antiéuerpos neutralizantes que definen el
serotipo de las cepas virales, (Soler,1994; Flores,1990) La neutralizacién

especifica de VP7 se refiere a los serotipos G (se le asigné la letra G en

10



relacién a la Glicoproteina) y la de VP4 se refiere a los serotipos P (por
ser una proteina sensible a las proteasas). A la fecha se conocen 14
serotipos G y 12 serotipos P entre los Rotavirus mamiferos y de las
aves. (Yoshiyu, 1993; Lépez, 1993) Se han identificado 9 Serotipos Gy 7
Serotipos P en humanos; los serotipos que comdnmente estin

asociados con la enfermedad diarréica son los G1-G4. (Gouvea, 1995)

Inicialmente se utilizaba la especificidad producida por VP7 para
definir los serotipos, pero en los ultimos aiios se ha estudiado la gran
importancia que presenta la protefna VP4 en cuanto a la clasificacion
de los serotipos. (Shaw, 1993; Coulson, 1993; DoCormo, 1994; Padilla,
1993; Yong, 1994; Gentsch, 1992) Dentro de los serotipos G se definen
9 que infectan a humanos: serotipos 1-4, 8, 9, 12-14. Estos serotipos se
relacionan directamente con los subgrupos I y II quedando de la
siguiente manera: los serotipo 1, 3, 4 y 9 pertenecen al subgrupo Il y los
serotipos 2 y 8 al subgrupo I. De los Giltimos tres serotipos, 12-14, poco
se conoce en cuanto a su epidemiologia ya que han sido de reciente
identificacién. (Gentsch, 1992 ; Padilla, 1990)

Electroferotipos: Los patrones electroforéticos presentados en los
geles de poliacrilamida muestran que existen dos tipos de
electroferotipos: patrones "largos" y patrones "cortos", figura 3. Lo
anterior se debe principalmente a la diferencia de los pesos
moleculares de los segmentos 10 y 11 del RNA; en los patrones cortos,
estos segmentos poseen un peso molecular més grande que los
- segmentos de los patrones “largos” y presenta una menor migracién.

Recientemente se ha reportado la presencia de patrones “super cortos* -

]



con una migracién menor a los “cortos" y patrones “super largos‘ con
una migracién mayor a los “largos”. Existe una relacién entre subgrupo
y electroferotipo, los Rotavirus que presentan patrén electroforético
"corto" estan relacionados con los Rotavirus del subgrupo I, y los que
presentan patron electroforético "largo” con los del subgrupo II. Tabla
1. Reportes en la literatura mencionan que lo anterior no sicmpre se
presenta ya que se han encontrado cepas virales de serotipo 2
correspondientes al subgrupo I que presentan patrén electroforético
"largo". (Ward, 1991; Taniguchi, 1992; Noel, 1991; Bingnan, 1991)

RNA RNA
pb pb
1 asenmassnse—n 3'302 1 e} 302
2 2,687 2 2,687
3 o 2,591 3 —2,50
4 2,362 L] s 2,362
5 1,581 5 1,581
6 omvasrm 1356 6 wovemmenma 1,356
7 e 1,104 7 1104
8 1059 8 1059
9 1,062 9 1,062
10 850 aprox,
n 700 aprox
n 667
PATRON CORTO
PATRON LARGO

Figura 3. Patrones Electorforéticos de Rotavirus 11 ségmetos de RNA
viral (Estes, 1989; Kapikian, 1990)



De los otros 6 grupos de Rotavirus identificados, el grupo B
corresponde a los pararrotavirus humanos y ha sido asociado con
epidemias de diarrea aguda en adultos en China, el grupo C se ha
reportado esporddicamente como causante de diarrea en nifios, y los 4
restantes no han sido encontrados en humanos, (Soler, 1994; Puerto-
Solis, 1993)

Tabla 1. Clasificacién de los Rotavirus Humanos (Soler, 1994)
1.5, Patogenia y Sintomatologia

Rotavirus es transmitido por la vfa fecal-oral. Estudios en

voluntarios demostraron claramente que la administracién oral de

“muestra fecal positiva a Rotavirus provoca una enfermedad diarréica.

La rdpida aparicién de anticuerpos en los primeros afios de vida en

todas las poblaciones estudiadas permite sugerir que Rotavirus
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también puede transmitirse por via respiratoria, sin embargo, no
existen evidencias experimentales que fundamentan lo anterior.
(Kapikian, 1988)

Mediante estudios clinicos, se ha estimado que la enfermedad
diarréica provocada por Rotavirus presenta un periodo de incubacién

menor a las 48 hrs. (Kapikian, 1988)

Estudios limitados en biopsias de intestino delgado de nifios
hospitalizados con infeccién por Rotavirus han mostrado acortamiento
en las vellosidades intestinales, desprendimiento prematuro e
infiltracion de células mononucleares en ldmina propia, distencién de
las cisternas del retfculo endopldsmico, agrandamiento de las
mitocondrias. Estas alteraciones se producen en zonas que quedan
intercaladas con 4reas de mucosa normal. Las células desprendidas son
reemplazadas por otras inmaduras provenientes de las criptas que en
lugar de tener funciones de absorcion como los enterocitos maduros de
las vellosidades, son de tipo secretor lo que sumado a una disminucién
del 4rea total de absorcion a causa del acortamiento de las
vellosidades, ocasiona una diarrea profusa (Kapikian, 1988; Kapikian,
1990; Estes, 1989)

Todas las enteritis virales tienen en. comin tres sintomas:
ndusea, vOmito y diarrea. Esta (ltima se caracteriza por
evacuacuaciones liquidas y abundantes, que contienen cantidades

crecientes de electrolitos principalmente Na* y K*. (Kapikian,1988)



La sintomatologia esta directamente relacionada con la edad del
paciente, los nifios menores de 3 meses y los adultos se infectan pero
frecuentemente esas infecciones son asintométicas o muy leves. Los
sintomas mas graves se presentan en niiios de 6 a 24 meses, haciendose

mds leve conforme el nifio presenta mayor edad.
1.6, Métodos de Diagnéstico para Rotavirus

Las manifestaciones clinicas por si mismas no son suficientes
para llegar a un diagndstico etiolégico de gastroenteritis por Rotavirus,
ya que éstas son semejantes a las presentadas por las infecciones
bacterianas. Por lo tanto se requiere de técnicas de diagnéstico
adecuadas (Puerto-Solis, 1993). Existen diversos métodos que pueden
emplearse para realizar el diagnéstico de Rotavirus, actualmente se

utilizan las siguientes:
1.6.1. Microscopia Electronica (ME)

Cuando se dispone de un microscopio electrénico su empleo
para el diagnéstico de Rotavirus resulta un método rpido y eficiente.
En general es de gran utilidad en casos en que no se tenga un alto
niimero de muestras, y nos permite diagnosticar brotes en tiempos
muy cortos. La eficiencia de la ME se basa en que se encuentran de 10
a 10? particulas virales por ml de heces, lo que implica gran facilidad
para la observacién microscépica. Ademds, la morfologia de estos
virus es muy caracteristica (fig.4), finalmente, tiene la ventaja de que se

pueden detectar otros virus simultdneamente. (Kapikian, 1990)
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Figura 4. Microscopfa Electrénica de Rotavirus
(Kapikian, 1988)

1.6.2.La Inmunomicroscopia Electrénica (IME)

Es una variante del método anterior pero con el uso de
anticuerpos que inducen la aglutinacién de particulas virales. Se utiliza
cuando se desea tipificar a los Rotavirus pero es indispensable
disponer de los anticuerpos monoclonales éspecificos correspondientes

para que puedan diferenciarse grupos, subgrupos y serotipos. (Soler,
1994)



1.6.3. Electorforesis en Geles de Poliacrilamida
(PAGE)

Se trata de otro método que permite el diagnéstico de Rotavirus
en muestras de heces. Consiste en colocar una muestra de extraccién
de RNA viral en un bloque de gel de poliacrilamida y después de
someterla al paso de corriente, detectar la migracién de los 11
segmentos de RNA viral que se encuentran en las particulas virales.
(Herring, 1982) El patrén de migracién es especifico, por lo tanto
existen variaciones ligeras entre cada muestra analizada. En México, se
ha desarrollado un ensayo por el Dr. Romilio Espejo y col., que permite
realizar esta técnica en laboratorios con un minimo de equipo especial.
Esta técnica se ha llamado ROTAFORESIS. (Espejo , 1978)

1.6.4. Ensayos Inmunoenzimaticos (ELISA)

Se basa en la deteccién de antigeno viral eSpeciﬁco empleando
inmunoensayos, se réporta buena sensibilidad y especificidad.
(Alvarez, 1982) Comercialménte se encuentran disponibles los ELISA
para el Rotavirus del grupo A utilizando anticuerpos monoclonales
especificos a VP6. De acceso experimental pueden conseguirse ELISA
que permiten identificar los subgrupos (I o II) y serotipos, estos
emplean anticuerpos monoclonales y se usan casi exclusivamente en

estudios epidemiolégicos o de control de poblaciones vacunadas.
(Dako, 1982)



1.6.5. Aglutinacion en Latex

Es una prueba cualitativa para la deteccion directa de antigeno
de Rotavirus en muestras fecales humanas, esto permite la deteccién
de los cuatro serotipos (1-4) en un tiempo de 10 minutos . En este
procedimiento se aplica el principio de aglutinacién en latex, estas
particulas son mezcladas con una suspension fecal diluida; cuando la
suspension fecal contiene antigeno de Rotavirus ocurre una reaccion

de aglutinacién macroscépicamente visible. (Ruiz, 1995)
1.6.6. Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Esta metodologfa conocida como PCR por sus siglas en Inglés
(polymerase chain reaction), permite la rapida amplificacién de material
genético, DNA, (Gouvea, 1993; James, 1991; Nakagomi, 1991) para su
posterior andlisis y se ha convertido en una herramienta indispensable

tanto en la investigacién basica como en el diagndstico. (Olivera, 1995)

La técnica de PCR ha tenido un impacto muy grande en el
diagnéstico y tipificacién debido a que tiene gran sensibilidad (puede
detectar hasta 2 pg de RNA viral), ademds de que permite tener

resultados en una cuantas horas. (Gouvea, 1992)

La tipificacién de Rotavirus se realiza mediante una RT-PCR
(transcripcién reversa de RNA a ¢cDNA) a partir de materia fecal
realizando una extraccién de RNA viral (Gouvea, 1993; Chomazynski

1987) y utilizando oligonucleétidos especificos para grupo (ABy C) y
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para serotipo (1-4, 8 y 9) del segemento 9 (6 segmento 8) que codifica
para VP7. (Gouvea, 1990)

1.7. Epidemiologia

Rotavirus se ha destacado por ser el agente etioldgico viral mds
frecuente en la gastroenteritis aguda en neonatos y nifios menores de 2
aros en todas las zonas del mundo en donde esta enfermedad ha sido
estudiada epidemiolégicamente, (Kapikian, 1988) alin en 4reas donde
el célera es comin, estos virus provocan enfermedades diarréicas con

mayor frecuencia que el célera. (Cimuns, 1995)

Aunque la diarrea por Rotavirus se presenta con gran frecuencia
en paises desarrollados, la enfermedad tiene una mortalidad baja en
éstas localidades. (Kapikian, 1990) Se estima que hay 140 millones de
casos de gastroenteritis con casi 1 millén de muertes cada afio. En los
Estados Unidos hay 1 millon de casos, 7 mil hospitalizacidnes yde75a

125 muertes anualmente. (Ho, 1988; Le Baroﬁ, 1990)

En pafses en vias de desarrollo la magnitud de la infeccién por

Rotavirus es de gran importancia debido a que en éstos se reportan

tasas de morbilidad y mortalidad altas. En Brasil, se realiz6 una

vigilancia epidemiolégica durante 5 afios en diferentes entidades del
pafs, encontrando a Rotavirus en un 16% del total de la muestras
analizadas; en Venezuela, se reporté una distribucién de los diferentes
serotipos durante 11 afios, siendo el serotipo 2 el méas frecuente,

seguido de los serotipos 1,4 y 3. (White, 1991); en Bangladesh, se
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analizo la caracterizacion de Rotavirus del grupo A a lo largo de 1 afio,
reportando 454 (10%) casos positivos a Rotavirus (Ward, 1991); y en
Meéxico, se llevd a cabo un estudio monitoreando a 200 nifios desde su
nacimiento hasta los 2 afios de edad, encontrando un 49 % de infeccion
por este agente. (Veldzquez, 1993) Los estudios anteriores demuestran
el papel importante que juegan los Rotavirus en pafses en vias de

desarrollo.

Los Rotavirus infectan generalmente en época invernal,
presentandose asi picos de diarrea aguda infantil en los meses frios de
cada localidad. (LeBaron,1990; Pereira, 1994; Cook, 1990)

La estacionalidad es una caracteristica importante en la diarrca
por Rotavirus. "Gastroenteritis Invernal” y “vémito invernal” fueron los
nombres de las enfermedades diarréicas antes de que los Rotavirus

fueran identificados.

De un total de 34 estudios estacionales sobre la etiologia de
Rotavirus en diferentes partes del mundo, muestran que en pafses de
clima templado se presenta un pico de incidencia en el invierno,
mientras que en pafses tropiéales, no se define una epoca estacional
donde se encuentre la infeccién por éste virus, sino que es detectado
durante todo el afio. (Cook, 1990)

Asimismo, en un estudio reciente de hospitalizaciones por

diarrea en los Estado Unidos, sugieren que la epidemia anual por
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Rotavirus puede seguir una secuencia regional del oeste hacia el este.
(LeBaron, 1990)

La frecuencia de infeccién con manifestaciones clinicas es baja en
los nifios de 1 a 6 meses de edad, después, aumenta considerablemente

su frecuencia de 6 meses a 3 afios y disminuye de nuevo en los nifios

reinfectados, sin embargo la infeccién pocas veces llega a producir la
enfermedad. Tabla 2

"‘S;‘ :.. .

Tabla 2. Frecuencia de Rotavirus en nifios Con'Gastvroentevrilis. Datos

obtenidos de un estudio realizado en Bangladesh (Tabassum, 1994).

La tipificacién es una herramienta atil para estudiar las
caracterfsticas  epidemiol6gicas ~ de los Rotavirus en grandes
poblaciones y estimar la necesidad de una vacuna que sea capaz de

proteger contra todas las cepas . (Woods, 1992)



Cuatro serotipos de mayor incidencia (1-4) y dos de menor By
9) que infectan humanos, han sido identificados utilizando anticuerpos

especificos contra la glicoproteina VP7 .

En la Tabla 3, se muestra la distribucién de los serolipos mas
comunes (1-4) en 4 diferentes continentes; en Europa se realizé un
estudio epidemiolégico de los serotipos de Rotavirus Humanos en
Londres durante un perfodo de 6 afios (1984-1990); en Africa se
tipificaron cepas de nifios de Bangui; en América la diversidad de
serotipos en nifios mexicanos (Cd. México y Mérida) con

gastroenteritis; y en Asia la tipificacién de Rotavirus Humanos en una
drea de Tokio.

il
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Tabla 3, Distribucién de los cuatros Serbﬁpos més ‘cqmu'nes en los
cuatro continentes (Noel, 1991; Georges, 1988; Padilla, 1990; Ushijima,
1994)

Estudios realizados en el CDC (Center for Disease Control) de

ocho paises de los cuatro continentes, muestran Ia distribucién de los




serotipos de Rotavirus Humanos, donde se encontrd que el 48% fué

serotipo 1, 8% serotipo 2, 15% serotipo 3, 7% serotipo 4. (Woods, 1992)

Como podernos observar, el serotipo de Rotavirus que infecta
més frecuentemente a nivel mundial es el serotipo 1, aunque existe la

hip6tesis de que el serotipo puede variar en cada regién y afio con afio.
1.8. Inmunidad y Tratamiento

La infeccién por RVH induce una respuesta inmune homotipica
y heterotipica que se asocia a proteccion cruzada. Se ha desmostrado
que las infecciones neonatales por Rotavirus no confieren inmunidad
contra reinfecciones con otras cepas de Rotavirus, pero si protegen
contra el desarrollo de sintomatologfa clinica severa. Existe
informaci6n acerca de que la proteccién contra la diarrea estd mediada
principalmente por anticuerpos neutralizantes presentes en el lumen
del intestino y que los anticuerpos séricos tienen poca influencia.
(Kapikian, 1990)

Estudios realizados en Guatemala muestran que un nifio puede

sufrir més de una infeccién por Rotavirus desde el nacimiento hasta los

tres afios de edad y que estas infecciones secuenciales son producidas

por Rotavirus de distinto subgrupo o de distinto serotipo. (Mata, 1983)

Existe consenso de que la efectividad de una vacuna contra
Rotavirus dependera en gran parte de la capacidad de la misma para

estimular anticuerpos intestinales de tipo IgA asi como otras formas de
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inmunidad local. Por esta razén, la mayoria de las vacunas en prueba
consisten de virus atenuados. Se han desarrollado 5 candidatos de
vacunas que estan siendo probadas. los resultados hasta ahora
obtenidos son: con Rotavirus bovino (RIT 4237) y (WC3), preparadas
de cepas virales de bovino adaptadas a cultivo y que no han producido
resultados alentadores en pruebas clinicas. (Santosham M.,1991 ;Ward,
1990) Otras dos vacunas, obtenidas por ingenieria genética
combinando Rotavirus humano-bovino (WC179-9) y humano-Rhesus,
en las cudles se incorpor6 la protefna de superficie de Rotavirus
humano en el virus animal correspondiente, se estén probando en Pert
y en los Estados Unidos. (Clark HF,1990 ; Wright, 1991) La M37 es una
vacuna con virus atenuados pertenecientes al serotipo 1 y que
muestran reaccién cruzada con otros serotipos de Rotavirus humano.
(Midthun K. ,1991) Esta vacuna es buena candidata para ser ufilizada

porque el serotipo 1 es el mds prevalente a nivel mundial.

TRATAMIENTO. No hay iratamientos especificos para las
gastroenteritis virales, la identificacién de los agentes involucrados,
que puede realizarse rdpidamente, evita el tratamiento antimicrobiano

con antibidticos.

La forma de tratar las diarreas agudas por Rotavirus es

reemplazando liquido y electrolitos por via oral y en caso de.

intolerancia oral la via de administracién debe de ser intravenosa. Se
debe continuar con la alimentacién en forma normal y no indicar el

ayuno,



Se ha utilizado un inhibidor de proteasas como un tratamiento
profilactico de la diarrea aguda causada por Rotavirus, el BABIM, que
es un compuesto que bloquea los sitios de corte donde actua la tripsina

en la proteina VP4 de la capa externa del virus. (Puerto-Solis, 1993)
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2.- OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la correlaciéon de grupo, subgrupo, electroferotipo y
serotipo de Rotavirus de una poblacién infantil menor de tres arios
admitidos por diarrea aguda y deshidratacion en un Hospital
Pediatrico de la Cd. de Morelia, Mich.

2.2, OBJETIVOS PARTICULARES

Diagnéstico de Rotavirus por la técnica de Rotaforesis a partir de
muestra fecal.

Determinacién de los Rotavirus Humanos del grupo A (RVH) y
correlacionar los diferentes tipos de electroferotipos ( patrén "corto" y

patrén "largo") ; subgrupos y serotipos.

Tipificacion de las cepas virales mediante la Reaccién en Cadena

de la Polimerasa (PCR) con oligonuclestidos especificos de serotipo
(1.234,).
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3.- JUSTIFICACION

En la dltima década, se han considerado a los Rotavirus los
principales agentes virales productores de diarrea aguda con
‘deshidratacién severa en nifios menores de tres afios de edad en todo
el mundo. Estos virus son una causa importante de morbilidad infantil
en ciudades desarrolladas y de mortalidad en los paises en vias de

desarrollo.

Los estudios epidemiolégicos para determinar la frecuencia de la
gastroenteritis aguda por Rotavirus muestran la elevada asociacién
que tienen estos virus con hospitalizaciones y muertes pediétricas. No
obstante la informacién sobre la infeccién por Rotavirus en nuestro

pafs se encuentra limitada.

El conocimiento acerca de estos virus ha aumentado
considerablemente en las dreas de Biologfa Molecular, Bioquimica, en
los aspectos clinicos y epidemiolégicos, asi como también en la
prevenci6n. Estos avances han permitido destacar la importancia que

los Rotavirus tienen en la salud pablica.
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4.- MATERIAL Y METODOS

4.1. Diagrama de flujo

Materia Fecal

- Rotaforesis -

s a Rotavirus

ety et St

paragrupo Ay
Seroiposid
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4,2, Material

4.2.1. Material Bioldgico

346 muestras de materia fecal provenientes del Hospital Infantil de

Morelia, Mich. “Eva Sdmano de Lépez Mateos”,

Control positivo (extracto de RNA viral de muestra clinica positiva a

Rotavirus)
4.2.3 Equipo

Centrifuga Clinica

Vortex GENIE-2 VWR

Cémara Horizontal para electroforesis

Lector de ELISA Dynatech L. MR 5000/7000
Termociclador Perkin-Elmer

Transiluminador UV Ultra-Lum UVB-20
Microcentrifuga HERMLE Z-252

Cémara de electroforesis MINI PROTEAN-II BIORAD
Fuente Poder 200/2.00 BIORAD .

4.2.2. Material de Laboratorio

Pipetas Pasteur

Tubos de ensaye 12 x 75
Guantes desechables
Pipetas de 1, 2, 5, 10 mL



O

Vidrios (7.5 x 6.5 cm.)

Separadores de tefén

Peines de teflon

Pinzas

Pipeta multicanales COSTAR de 20 a 200 ul
Tubos Eppendorf 1.5 mL

Micropipetas Gislon de 10-100 ul

Puntas COSTAR de 200 ul

Cristaleria comtin de Laboratorio

4.2.4 Reactivos

Sol. A 5X (Solucién de lisis)

Sol. B (Fenol)

Sol. C 10X (Xilene cianol)

Sol. D 10X (Glicina)

Sol. E 10X (Etanol,Formaldehido)
Sol. F 100X (Nitrato de plata)

Sol. G 125X (Formaldehido)
Solucién Salina Fisiol6gica

Acido acético

Cloroformo

Agarosal1%

Sol de Monémeros (Acrilamida ,Bis-acrilamida)
Tris pH 8.8

Persulfato de amonfo 2%
Tetrametilenendiamina (TEMED)

0



Etanol

Alcohol isopropilico

Isotiocianato de guanidina

Oligonucleétidos especificos de grupo (Beg 9 y End 9) y serotipo
Taq. polimerasa

Transcriptasa Reversa

dNTP's (dATP, dCTP, dGTP, dTTP )

RNAsin

Buffer para PCR 10X

Dimetil-sulféxido (DMSO)

1 Kit de diagnéstico IDEA ROTAVIRUS DAKO para ELISA

4.3. Métodos

4.3.1. Rotaforesis .

Rotaforesis es un kit de diagnéstico desarrollado por el Dr.
Espejo y col, (1982) en el cuél se lleva a cabo la deteccién directa de
RNA viral a partir de materia fecal, mediante un corrimiento

electroforético en geles de poliacrilamida y posterior tincién de plata.

4.3.1.1 Extraccién de RNA viral a partir de

materia fecal,

Para realizar la extraccién del RNA viral se colocaron 0.2 gr de la
muestra en 300p! de Solucién Salina Fisioldgica (de consistencia sélida)

y mezcld con vortex. Se centrifugé a 5 000 rpm durante 15 minutos se
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separd el sobrenadante. (si las muestras fueron diarréicas se ocuparon

directamente).

Se colocaron 300 pl de la muestra (sobrenadante) y se afiadieron
300 pl de la sol. "A", 300 ul de sol. "B"y 300 ul de cloroformo, se mezcl6
en un agitador vortex. Posteriormente se centrifugé a 7500 rpm
durante 15 minutos. Finalmente se tomé el sobrenadante (parte
superior, sin traerse la fase inferior) y se pas6 a otro tubo . Se almacené

a 4°C. hasta su uso.

4.3.1.2. Preparacién del Gel de Poliacrilamida
al 10%.

Los geles de poliacrilamida se prepararon poco antes de ser
utilizados, Se lavaron los dos vidrios con extran y secaron, se colocaron
los separadores de teflén y el peine entre los vidrios; para sellar las
orillas de los vidrios se utilizé agarosa y se coloc6é 1 pinza por cada

lado de los vidrios.

En un vaso precipitado de 50 ml se colocaron 1,32 ml de Bis-
Acrilamida, 2 ml de sol. de Tris pH 8.8, 4.56 ml de agua destilada
esteril, 480 ul de Persulfato de Amonio al 2 %. y 10 pl de TEMED.

Se mezcl6 suavemente y posteriormente se procedi6 a llenar el

espacio que hay entre los vidrios esperando a que se gelificara. Una
vez que se polimerizé la solucién, se retiré el peine de entre los vidrios,

con un papel absorbente se secaron los pozos hasta que quedaron
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perfectamente secos, De esta manera quedo listo el gel para poder

colocar la muestra dentro de los pozos.
4.3.1.3. Electroforesis

Antes de realizar la electroforesis se fundié la sol. "C" en bafio de
agua hirviente o en un horno de microondas. En un tubo limpio, se
colocaron 80 pl del sobrenadante obtenido en la extraccién de RNA y

una gota de la sol. "C".

Se colocaron las muestras en los pozos del gel (sin derramar
muestra en los pozos adyacentes ). Una vez solidificadas las muestras,
se deposit6 el gel en la cdmara de electroforesis, de tal manera que los
pozos quedaran hacia el polo negativo la cdmara. (Marcando la
ubicacién del primer carril). Posteriormente se colocaron 250 ml de sol.
"D" a la cAmara; el gel quedé totalmente cubierto con la sol. "D",
finalmente se conectaron los electrédos a la fuente de poder, se corri6 a
40V hasta que entré la muestra y continué la electroforesis a 60 V por
2 horas aprox. hasta que todo el colorante (Sol. "C") salié del gel.

4.3.1.4, Tincién de geles de poliacrilamida

Después de realizarse la electroforesis, se retir6 el gel de los
vidrios, se hizé un corte pequefio en la parte inferior del primer carril y
se colocé el gel en la sol. "E" durante 30 minutos, posteriormente se
retird la sol. "E" y se adicion6 la sol. "F* durante 30 minutos. Se retir6 la

solucién anterior y se hicieron dos lavados rdpidamente con agua
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destilada estéril. Finalmente se adiciono la sol. "G"y se agitd levemente
hasta que se observaron las bandas en el carril de la muestra control
positivo (primer pozo). Se retird la solucion anterior y se par6 la

reaccion con una sol, de acido Acético Glacial al 1 %.

4.3.2, PAGE (corrimiento vertical para determinar

electroferotipos)

Esta técnica presenta el mismo fundamento que la Rotaforesis.
Las condiciones en la metodologfa fueron las mismas, solo que en esta

técnica se utiliz6 una cAmara de electroforésis vertical (BIORAD).
4.3.3. ELISA

Se utilizo un ensayo inmunoenzimatico de tipo sandwich
(IDEA™ Rotavirus DAKO) para la deteccién de Rotavirus del grupo A

en materia fecal de humanos.

El kit de diagnéstico IDEA™ Rotavirus utiliza anticuerpos
policlonales en una fase sélida para detectar el antfgeno especifico de
grupo presente en los Rotavirus del grupo A. Los pozos de las
microplacas estan impregnados del anticuerpo policlonal especifico
para rotavirus, la suspenéién de materia fecal o la muestra control se
agregan a la microplaca y se incuban simultaneamente con el
anticuerpo policlonal especifico a rotavirus conjugado con peroxidasa,
El. antigeno de rotavirus. presente en la muestra es atrapado entre los

anticuerpos de la fase sélida y los conjugados con la enzima. Después
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de un tiempo de incubacion a T° ambiente, se lavan las microplacas.
Se agreaga un cromégeno el cudl reacciona con el conjugado y se

desarrolla una coloracién que nos indica la presencia del rotavirus.
4.3.3.1. Preparacién de la muestra

Para la preparacion de la muestra se agregd 1 ml del diluyente y
se prepar6 una suspensién al 10 % de la materia fecal, se mezcl6 y se

dej6 reposar 10 minutos antes de la prueba,
4.3.3.2. Procedimiento

Se agregaron 2 gotas del control o de la muestra en los pozos de
las microplacas y se adiconaron 2 gotas del conjugado, posteriormente
se incubaron 1 hr a T° ambiente y luego se lavé 5 veces con agua
destilada estéril, después se agreg6 1 gota de sustrato parte Ay 1 gota
de sustrato parte B y se incub6 10 minutos a T° ambiente, Para detener
la reacci6n se adicioné 1 gota de HzS04. Finalmente se realiz6 la lectura

de absorbancia a 450 nm en un lector de ELISA.

4.3.4, Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(RT-PCR)

Esta metodologfa se realiz6 en el Instituto Nacional de Nutricién.

La cuél consiste en la amplificacién de secuencias especificas de Grupo

A y serotipo mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa en

presencia de Transcriptasa Reversa (RT-PCR).
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4.3.4.1. Extraccién de RNA viral a partir de
materia fecal

Para la extraccién de RNA viral para PCR se colocaron 300 pl de
materia fecal en un tubo Eppendorf, se adicionaron 200 pl de solucién
de lisis (sol.A). Se centrifugé, se pasé el sobrenadante a otro tubo, se
adicioné  isotiocianato de guanidina, fenol y cloroformo,
posteriormente se precipité con alcohol isopropilico a ~20°C, se decanté

y almacené a - 20°C hasta su uso.

4.3.4.2, Primera Amplificacién RNA-cDNA
) (Determinacién de Grupo A)

Para la primera amplificaci6n se prepar6 una mezcla de reaccién
con buffer 10 X, dNTPs, RNA sin, agua, transcriptasa reversa y Taq
polimerasa; conservando en hielo hasta su uso. Se colocaron en un
tubo los oligonucledtidos Beg-9 y End-9 junto con 3 ul de DMSO y5ul
de RNA extraido y se incubé la muestra a 95 °C/5 minutos.
Posteriormente se enfri6 en etanol al 70% a -20°C/5 minutos
répidamente, luego se adicionaron al tubo 42 pl de la mecha de
reaccion, dos gotas aceite mineral y se colocaron los tubos en el

termociclador con el siguiente programa :

20 min a 50°C ,
35 ciclos de; 1min a%4°C 2mina42°C 1mina72°C;
7mina72°Cy se pas6 a 4°C,

36



e

4.3.4.3. Segunda Amplificacion cDNA-DNA
(Determinacion de Serotipo)

En la segunda amplificacion se preparé una mezcla de reaccién
con buffer 10 X, dNTPs, agua y Taq polimerasa; conservando en hielo
hasta su uso. Se colocaron los oligonucledtidos: aBT1, aCl2, aET3,
aDT4, aAT8 y aFT9 junto con RVGY y 5 pl de producto de la primera
amplificacién (cDNA). Porteriormente se adicionaron al tubo 48 pl de
la mezcla de reaccién, 2 gotas de aceite mineral y se colocaron los tubos

en el termociclador con el siguiente programa:

35 ciclos de; Tmin a%4°C 2minad42®’C 1mina72°C:
7mina72°Cy se pas6é a4°C

4.3.4.4, Observacion de los Productos
Amplificados en geles de Agarosa al 2%

Para verificar la presencia de los productos ‘amplificados se
prepard un gel de agarosa al 2 % que contenfa 0.5 pg por ml de
Bromuro de etidio. Se colocaron 10 pl del producto amplificado al gel y
se corri6 una electroforesis a 120 V durante 1 hr. Finalmente se observo
el gel en un transiluminador y se tomé fotograffa del mismo para la
observacién de los diferentes productos amplificados correspondientes

a cada uno de los oligonucledtidos serotipo especifico, tabla «\1 y
figura 4.1 - =
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Figura 4.1 Productos de PCR amplificados (Guovea, 1990)
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Tabla 4.1 Tipificacién de Rotavirus Humano del Grupo A por PCR

(Gouvea, 1990)
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5-RESULTADOS

De un total de 346 muestras clinicas obtenidas del HHospital
Infantil "Eva Sdmano de Lopez Mateos" procesadas a lo largo de un
ano Enero 1994-Enero1995, fué posible determinar la presencia de
Rotavirus por la técnica de Rotaforesis, la.cual detecta RNA viral en
materia fecal (figura 5.1). 148 (42.7%) fueron positivas a Rotavirus por
esta técnica y 198 (57.2%) negativas. Tabla 5. 1y gréfica 5.1

El andlisis de electroferotipos mediante la técnica de PAGE,
demostr6 que de las 148 muestras positivas a Rotavirus, se encontraron
129 (87.1%) electroferotipos "largos" (figura 5.2) y solamente 19 (12.8%)
fueron elcetroferotipos "cortos" (figura 5.3). Tabla 5.2 y grafica 5.2. Por
otra parte fué posible determinar en este estudio la presencia de
electroferotipos “super cortos” y “super largos”. (figura 5.3) Asf mismo
observamos una gran diversidad de electroferotipos durante el perfodo |
de estudio mostrando diferencia en la migracién de los segmentos de
RNA viral en los bloques 14,

La determinacién de Grupo A de RVH se realizé mediante la
técnica de ELISA (AcMo-VP6),(figura 5.4). De las 148 positivas a
Rotavirus, se escogieron 54 muestras aleatoriamente, 51 (94.4%) fueron
positivas a Grupo A'y 3 (5.6%) no pudieron ser determinadas, Tabla 5.3
y grafica 5.3 :

39



e

~a

La Tipificacion de Grupo A 'y Serotipos se realizo por la técnica
de PCR a las 148 muestras positivas a Rotavirus (figura 5), donde 68
(45.9%) fueron serotipo 1, 29 (19.6%) serotipo 2, 26 (17.6%) serotipo 3 y
19 (12.8%) serotipo 4; 6 (4.0%) muestras no pudicron ser tipificadas.
Tabla 5.4 y grafica 5.4

Para determinar el periodo estacional se realiz6 el anlisis de los
casos positivos a Rotavirus durante todo el afio, observandose una
mayor incidencia en los meses invernales (Noviembre-Febrero) y

disminuyendo en la época de verano. Tabla 5.5 y gréfica 5.5

El grupo de edad més afectado en la infeccién por Rotavirus fué
de 7-12 meses de edad (62.8%) seguido del grupo de 1-6 (22.2%) y
finalmente el de 13-18 (12.1%). Tabla 5.6 y gréfica 5.6

Los resultados obtenidos en este estudio pertenecen al programa
de Encuestas Centinela de Diarreas de la Secretaria de Salubridad,
realizado en el Laboratrio de Rotavirus del INDRE. De estas encuestas
fué posible destacar las manifestaciones clinicas més frecuentes en la

infeccién por este agente viral.

La manifestacién clinica que presenté una mayor asociacién a

esta infeccién fué la diarrea liquida (64%), con moco (32%) y sangre
(2%). Grafica 5.7 '
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Por otra parte la presencia de vomito (80%) se registrd como la
segunda manifestacion clinica mds frecuente, seguida de la

temperatura mayor a 38.8 C (70%). Grafica 5.8 y 5.9

Cabe mencionar que en este estudio fué posible registrar el
nimero de evacuaciones por dia, siendo mas frecuente entre 5y 20, Es
de interés sefialar, que en algunos casos postivos a Rotavirus fué
posible determinar la asociacioén con otros agentes enteropatégenos: E.

coli, Shigella, Salmonella, Klebsiella,
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Tabla 5.1. Muestras clinicas analizadas para el diagnéstico de
Rotavirus por Rotaforesis (Enero 1994 - Enero 1995)

e

250
20
150t

No Muestras

100 K3

TOTAL POSITIVAS NEGATIVAS ...

Gréfica 5.1, Determinacién de la infeccibn por Rotavirus por
Rotaforesis (Enero 1994 - Enero 1995)
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TOTAL DE PATRON LARGO | PATRON CORTO
MUESTRAS
POSITIVAS
4 | 129 19
100% _871% 128% |

Tabla 52. Andlisis de patrén electroforético “largo” y patrén
electroforético “corto” por PAGE al 10 % a partir de las positivas a

Rotavirus

Muestras positivas

Grafica 5.2. Andlisis de electroferotipos durante el perfodo estudiado
(Enero 1994 - Enero 1995) '
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MUESTRAS POSITIVO NO DETERMINADAS
ANALIZADAS GRUPO A
TOTALES
54 51 3
100 % 94.4 % 56%

Tabla 5.3. Determinacién de RVH del Grupo A por ELISA (AcMo -

VPé6)

Muestras positivas

TOTAL

Grafica 5.3. Andlisis de muestras positivas a Rotavirus para Grupo A

por ELISA (AcMo - VP6)
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Serotlpo 1 2 3 4 Cno ~Total

tipificadas |

:»148

68 | 29 | 26  57?19ffJ:

‘muestras |

459 | 195

[

Tabla 5.4. Tipificacién de Rotavirus por PCR de los casos positivos a

Rotavirus

Muestras positivas
8

"SEROTIPO  SEROTIPO' ' SEROTIPO . SEROTIPO  NIT
1 2 a3 g

Grafica 5.4. Andlisis de los diferentes serotipos por PCR comprendidos
en el perfodo de estudio

45




i

MES CASOS POSITIVOS |
ENERO 37
FEBRERO 12
' MARZO 4
ABRIL 1
MAYO 1

__JUNIO. Py

. JULIO 3
 AGOSTO 3

" SEPTIEMBRE v
~ OCIUBRE 1
~ NOVIEMBRE _ 20
" DICIEMBRE 38
. ENERO 19,

Tabla 5.5. Frecuencia mensual de la infeccién por Rotavirus de Enero

de 1994 a Enero de 1995
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No. de casos

Griéfica 5.5. Estacionalidad de la infeccién por Rotavirus de Enero de 1994 a Enero de 1995
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Grupo'.dé“edad (Meses) .Casos positivos %
06 0 | s 22

72l ¢ | 68

owas |18 121

Tabla 5.6. Andlisis de los diferentes grupos de edad de los casos

positivos a Rotavirus-

No. de Casos

0s8 - Tat2’ 13218 19024 24
: Gpo, de edad

Gréfica 5.6. Grupos de edad mds afectados en la infeccién por
Rotavirus |
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Gréfica 6.7 Diarrea aguda
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Figura 5.1. Gel de poliacrilamida al 10 % tefiido con
AgNO;. Carril 1-4, 7-9 muestras positivas a Rotavirus. Carril 5
y 6 muestras negativas a Rotavirus .
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Figura 5.2. Gel de poliacrilamida al 10 % tefiido con AgNOs.
Determinacién de patrones electroforéticos. Carriles 1-10
patrones elctroforéticos “largos”
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Figura 5.3, Gel de poliacrilamida a] 10 9 tefiido con AgNO;
Diversidad de Electroferotipos. Existe gran diversidad en la

Principalmente en ¢] bloque 3, Carriles 13 y 6-10 pafrones
“largos”; carri] 2 Patrén “corto”; carril 4 patrén “super largo”;

carril 5 patr6n “super corto”
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E= 1475 QVER QveR L2 VER OVER 1.97%
= 7,403 {73 2,400 1,518 1528 QVER 1727
G 1,45 2,026 QVER 4,347 3.57¢ 1,690 1,285
1 1.6% 2,012 1,730 1,860 QVER 1,544 1,779

.Lectura de corte:

abs muestra - abs control negativo

igual omenoral

abs control negativo negativo a Rotavirus

Figura 5.4, Determinacién de Grupo A de Rotavirus por ELISA.
Pozo A6 control positivo; pozo B6 control negativo; pozos A5, B4 y G4
muestras negaitivas; todos los pozos restantes muestras postitivas.

g o i i s e e
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Figura 5.5. Gel de agarosa tefiido con Bromuro de etidio.
Tipificacion de Rotavirus por la técnica de PCR. Carril 8 marcador de
peso molecular ($x174-Haelll); carril 1 serotipo 3
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6.- DISCUSION

Los resultados obtenidos para el diagnostico de Rotavirus
mediante la técnica de Rotaforésis, muestran el papel importante que
juegaﬁ estos agentes virales productores de gastroenteritis aguda en
nuestro pais principalmente en época invernal. La incidencia con la
que se presenta esta infeccién en otros paises es del 30 y 60 %. En este

estudio reportamos un 43.14% de la infecci6n por este agente.

El andlisis de los electroferotipos muestra claramente que el
patrén electroforético que predominé en este estudio fué el “largo”,
129 muestras (87%) del que podemos inferir la presencia de serotipos 1,
3, 4 y 8 que pertenecen al subgrupo II; solamente 29 muestras (13%)
fueron patrones "cortos”, donde podemos inferir serotipos 2 y 8 del
subgrupo I. Es de importancia sefialar que durante este estudio fué
posible observar electroferotipos de patrén “super largo” (figura 5.3,
carril 4) y patrén “super corto” (figura 5.3, carril 5). Estos
electroferotipos pueden conciderarse debido a la presencia de
rearreglos genéticos entre serotipos diferentes, 6 bien entre cepas de
origen animal y de origen humano, dando lugar posiblemente a
nuevos sérotipos. Estos electroferotipos han sido también reportados

anteriormente.

Asimismo, se pudo observar la gran diversidad de
electroferotipos que consiste en la migracién de los segmentos de RNA

en cada uno de los carriles, principalmente en el bloque 3, seguido del
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bloque 1 (figura 5.3). De acuerdo a lo antetior, no es posible determinar
los serotipos a partir de los electroferotipos ya que puede haber
diferencias de electorferotipos entre un mismo serotipo. Por otra parte,
esta diversidad, es de importancia epidemiolégica para conocer los
tipos de patrones electroforéticos que circulan en una regién geografica
determinada, condiciones climatolégicas asi como rearreglos genéticos

en estos virus.

Los Rotavirus del Grupo A se consideran los de mayor
importancia, debido a que infectan principalmente a humanos por lo
que se les nombre Rotavirus Humanos (RVH). En el presente trabajo se
realizé la determinacién de los RVH mediante la utlizacién de la
técnica de ELISA, donde se emplearon anticuerpos especificos
dirigidos a la protefna interna VP6. De un total de 54 muestras
analizadas, 51 (94.4.%) resultaron positivas a Rotavirus que presenta el
determinante antigénico de VP6 caracteristico de Grupo A. Solamente
3 (5.6%) muestras no pudieron ser determinadas, lo que pudo deberse
a que posiblemente las particulas virales perdieron sus capsides
protéicas (VP7, VP4 y VP6) en la mala conservacién de las muestras,
por lo tanto no hubo reacci6én anfgeno-anticuerpo y posterior
desarrollo de color que nos indicar4 la presencia de RHV. No hay que
descartar la posibilidad de que estas tres muestras que no fueron
determinadas por ELISA, pudieran pertenecer a otro Grupb diferente

al A, como sonel BoC.

36



El andlisis de la tipificacién por PCR a serotipo de cepas virales
positivas a Rotavirus, mostré que el serotipo 1 fue el mds frecuente
(45.9%) mismo que se ha reportado en la literatura a nivel mundial. A
este serotipo le siguieron en frecuencia los serotipos 2 (19.5%), 3
(17.6%) y 4 (128%) respectivamente. No es posible hacer una
comparacién de estos serotipos con otros estudios previos en esta
localidad, ya que a la fecha no se habfa determinado la presencia de
estos agentes virales en el Estado de Michoacén, sin embargo nuestros
resultados muestran la circulacion al mismo tiempo de los cuatro
serotipos principales. Cabe mencionar que seis muestras no pudieron
ser tipificadas, ésto pudo deberse a la presencia de otro serotipo del
cudl no se conté con el oligonucleétido especifico para realizar la
técnica de PCR. La circulacién de estos cuatro serotipos puede
favorecer de manera importante la prevalencia de la infeccion por

Rotavirus asegurando la permanencia de este agente en la entidad.

Diversos estudios epidemiologicos, muestran que el periodo
estacional en el cudl se observa una mayor incidencia de infeccién por
Rotavirus es durante los meses frios cuando se habla de una regién con
clima templado como el de la ciudad de Morelia, donde se encontré
este mismo perfodo estacional durante los meses de noviembre,
diciembre, enero y febrero, observandose durante estos meses el pico
de mayor incidencia en la infecci6n por Rotavirus. Nuestros resultados
concuerdan con la estacionalidad de estos agentes a nivel mundial, no
obstante, se ha reportado que en regiones tropicales permanece

constante durante todo el afio. Cabe mencionar que durante el verano
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la incidencia por infeccién bacteriana es mayor aan cuando la infeccion

por Rotavirus no desaparece completamente.

Las caracteristicas clinicas del paciente, muestrtan que el grupo
de edad mas afectado es de 7-12 meses coincidiendo asi con lo que
marca la literatura. Se determiné presencia de vémito (80%) y de
temperatura mayor a 38.8°C (70%) indicandonos la severidad de la
diarrea aguda, ademas de conocer un promedio de evacuaciones por
dfa de 5 a 10, que nos muestra la deshidratacién severa en la que se

encuentran los nifios al enfrentarse a la infeccién por Rotavirus.

Generalmente los nifios que presentan gastroenteritis aguda por
este agente son mayores a los 6 meses y menores a los tres afios, ésto es
debido a que en las primeras semanas de vida el neonato es alimentado
por leche materna édquiriendo proteccién a diferentes agentes

enteropatégenos.

En la mayoria de las veces las heces fueron acuosas (65%),
algunas veces con presencia de moco (32%) sin descartar la posibilidad

de poder encontrar sangre en heces (2%).

El estudio microbiol6gico mostré algunos agentes bacterianos
asociados con la presencia de Rotavirus aumentando asi la severidad
de la gastroenteritis. Sin embargo es poco comtn dicha asociacién en la
infeccibn por este agente, pero cuando se présenta aumenta ‘la

severidad del cuadro agudo.
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7.- CONCLUSIONES

La técnica de Rotaforesis es una metodologia accesible, de bajo
costo, con una buena especificidad y sensibilidad que nos permitio
determinar la presencia de Rotavirus a partir de heces, asi como el
analisis de los electroferotipos, que proporciona datos importantes
para cstudios epidemiolégicos, Concideramos que esta técnica es una
herramienta atil para el diagndstico de laboratorio y de gran

importancia en el manejo de infantes con gastroenteritis aguda.

Por otra parte cabe sefalar, que atn cuando existen en el
mercado reactivos comerciales para la deteccién de RVH por ELISA,
son de alto costo, limitando la aplicacién de ellos en la rutina del

diagnéstico, no asf en proyectos de investigacién.

Hoy en dia, la técnica de PCR se ha convertido en una
metodologfa de gran importancia en la tipificacion de cepas virales,
permitiendo cada vez mids la utilizacién de ésta que la baterfa de
anticuerpos monoclonales existentes, ya que con la técnica de PCR se
trabaja a nivel de genoma viral mientras que la ELISA requiere la
presencia de particulas virales completas a las que van dirigidas los

anticuerpos requeridos.

El objetivo general de este trabajo fué determinar un panorama
de la infeccién por Rotavirus del Grupo A en un Hospital Pedidtrico de

Morelia, Mich. correlacionando la clinica, serotipos y electroferotipos
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de esta region geogrifica, debido a que existe poca informacién
epidemioldgica sobre la gastroenteritis aguda por este agente en
nuestro pafs. Consideramos que al finalizar este estudio podemos
conocer dicho panorama sobre la infeccion por Rotavirus en la ciudad
de Morelia, Mich. y aportar informacion relevante en los esfuerzos

para la elaboracion de una vacuna efectiva en el futuro.

Este panorama puede quedar, para la ciudad de Morclia, de la

siguienté manera:

La infeccién por Rotavirus del Grupo A fue 98 un 43.14%,
predominando la presencia de los patrones electroforéticos “largos” y
del serotipo 1; el periodo estacional en el que presenta mayor
incidencia de infeccién por este agente es en la epoca invernal; la
diarrea provocada por Rotavirus es abrupta, presentdndose vomito y

fiebre leve a mds de 38.8°C.
Por dltimo, consideramos que en pacientes con gastroenteritis

aguda es de gran importancia la bisqueda de Rotavirus, los cudles son

los principales agentes virales productores de diarrea aguda.
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