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RESUMEN

En este estudio se analizaron un total de 126 muestras fecales
de pacientes con gastroenteritis aguda de 4 a 18 afios de edad,
procedentes de diferentes entidades de la Republica Mexicana
(Tampico, Cd. Victoria, Reynosa, Colima, Monterrey, La Paz,
Veracruz, Cancun, Chetumal, Mérida, Saltilo, Chihuahua y Morelia),
correspondientes al periodo Enero 97 a Junio 98.

La técnica de PAGE nos permiti6 observar el patron
electroforético caracteristico de RGC (4-3-2-2), asimismo, se observd
la circulacion de 3 electroferotipos diferentes: Tipo | en La Paz (1997},
Tipo Il Monterrey (1997); y Tipo lll en Tampico y Colima (1988). En
las entidades restantes no se encontrd la circulacion de este agente
viral. Del total de muestras analizadas por la técnica de RT-PCR se
confirmaron 14 positivas a RGC, 18 positivas a RGA, 94 fueron
negativas a rotavirus y 2 no fueron confirmadas.

La infeccion por RGC se observé durante un periodo estacional
de Enero a Mayo, observandose un incremento en los meses de
Febrero y Marzo. Las manifestaciones clinicas presentadas durante {a
infeccion fueron diarrea liquida menor a 72 hrs (91.66%), dolor
abdominal {75%), vomito (66%), deshidratacion (25%), temperatura
mayor de 38°C (25%) y de 3 a 8 evacuaciones por dia.

Los grupos de edad mas afectados por RGC fueron los de 4
afios (5 casos), 10 afos (2 casos) y en menor proporcion las edades

de 6,8,11,12 y 15 afios (con un caso respectivamente).

VII



1. INTRODUCCION

Los rotavirus del grupo C (RGC) han sido reconocidos por mas
de una década como agentes etioldgicos productores de
gastroenteritis aguda en humanos, la poblacion de mayor riesgo a la
infeccion por este virus son personas mayores de 4 afos de edad. En
este grupo de edad también se ha determinado la presencia de los
RGA asociados con diarrea, aunque con menor frecuencia que los
RGC. ™

Los RGC fueron reportados por primera vez por Saif y col.
(1980) como agentes etioldgicos productores de gastroenteritis en
porcinos recién nacidos. Mas tarde, Rodger y col. (1982) demostraron
la presencia de &ste agente viral en humanos con diarrea. *°

Posteriormente, Oseto y col. (1985) detectaron el primer brote
esporadico de RGC en nifios en la ciudad de Matsuyama, Japon. A
partir de 1986 se ha observado un incremento de casos relacionados
con este virus en diferentes partes del mundo. ?

La importancia de RGC como agentes etiologicos de

enfermedades diarreicas no ha sido establecida. Sin embargo,



recientemente se ha observado la presencia de este patdégeno en
diversas partes del mundo. A la fecha, no se conoce el panorama
epidemiologico de los RGC en humanos, debido a que no existen
reactivos comerciales para su deteccion, 231041

Por {o que es necesario el desarrolio de métodos adecuados

para su diagnostico que nos permitan implementar programas de

vigilancia epidemiolégica de la infeccion por RGC.

1.1. GENERALIDADES DE LOS ROTAVIRUS DEL GRUPO C

Los rotavirus son miembros de la familia Reoviridae, su genoma
esta compuesto de 11 segmentos de RNA de doble cadena (dsRNA).
Con base en los determinantes antigénicos de ‘Ia proteina VP6 y
perfiles electroforéticos, los rotavirus se han dividido en 7 grupos (A-
G), pero solamente los grupos A, By C se han re{acionado con diarrea
en humanos y animales, *%%1%1°

Los rotavirus del grupo A (RGA) son los principales agentes
productores de gastroenteriis aguda.en nifios menores de 3 afios de

edad en todo el mundo. Mientras que, los rotavirus del grupc B (RGB)

se han asociado a brotes diarreicos en adultos en la Republica



Popular de China. El grupo C (RGC) se ha reportado principalmente
como productor de diarrea en preescolares y adolescentes en brotes y
casos esporadicos, siendo un problema de salud publica en algunos
paises como China y Japon 781216

Los RGC son también conocidos como pararrotavirus {PaRV),
rotavirus no A y rotavirus atipicos. 7121719

Los rotavirus del grupo C (RGC) son agentes patogenos
importantes en cerdos y actualmente se han reportado como
productores de diarrea en seres humanos en diversas areas
geograficas tales como Japédn, Asia, Australia, Europa, Centroamerica,
Sudamérica y Norteamérica, también se han reportado en bovinos y

gatOS 6,9,11,12,17,20,21

1.1.1. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA

La palabra rotavirus proviene del latin "rofa" que significa rueda
ya que por microscopia electrénica se observa la forma circular
nitidamente definida de la capside externa dando la apariencia de una
rueda de carreta. %22

Los RGC son morfolégicamente idénticos a los RGA pero

genética y antigénicamente diferentes. Estos virus no tienen envoltura



lipidica y solo las particulas completas con genoma viral en su interior
poseen actividad infectante. *

Las particulas virales completas miden aproximadamente de 65
a 80 nm de didmetro y presentan tres capsides proteicas (externa,
media e interna). Las particulas sin la cépside externa miden
aproximadamente 50 a 65 nm de didmetro, mientras que la
nucleocapside es de forma icosaédrica tiene un diametro de 37 nm. 20
23

Estudios de microscopia electronica (ME) indican que los RGC
presentan una simetria icosaédrica con 720 subunidades que forman

240 capsomeros. 2 Figura 1.1.

Fig. 1.1. Microfotografia electronica de un cultivo celular infectado con rotavirus.

Tomada de Carmen Soler, 1993.



1.1.2. ESTRUCTURA GENOMICA

Los RGC poseen un genoma compuesto por 11 segmentos de
RNA de doble cadena (dsRNA) con pesos moleculares que van desde
0.2 a 2x106 daltons. 81617202

El genoma de los rotavirus puede ser separado por corrimiento
electroforético en geles de poliacriamida (PAGE), observandose los
11 segmentos de RNA de distinto peso molecuiar distribuidos en 4
blogues (I - V). Los RGC presentan un perfil electroforético
caracteristico en la migracion de su dsRNA, 4-3-2-2 y cada uno de
3,8,9,20

estos segmentos codifica por lo menos para una proteina.

Figura 1.2.

— W¥P1

— VP2

Particula viral

Fig. 1.2. Estrustura proteica y gendmica de Rotavirus grupo C.



Existen diferencias electroforéticas en la migracion de los 11
segmentos de RNA entre los RGC y RGA. El perfil gendmico de los
RGC presenta un triplete caracteristico en el blogue Il (segmentos 5,6
y 7) a diferencia de los RGA el cual se encuentra en el bloque Il
(segmentos 7, 8 y 9), el blogue IV (segmentos 10 y 11) presenta una
migracion mas rapida en los RGC, el blogue | (segmentos 1-4) es

similar en ambos grupos.**

1.2. CLASIFICACION DE LOS RGC.

1.2.1. SEROTIPOS.

Tsunemitsu y col. (1992) reportaron 6 cepas de RGC, 4 de las
cuales fueron de origen porcino (cepa: Cowden, WH, Wi, y HF}, una
de origen bovino (cepa Shintoku) y una cepa de origen humano
(Ehime 86-542). 2 |

Recientemente estos mismos investigadores mediante la
utilizacion de ensayos de neutralizacion clasificaron a estas cepas de
RGC en diferentes serotipos. De esta manera la cepa Cowden fue

asignada como serotipo 1, la cepa Shintoku correspondié a serotipo 2,



la cepa HF como un probable serotipo 3 y las cepas WH y Ehime
fueron clasificadas como posible serotipo 1. '** Tabla 1.1.

La secuencia nucleotidica del gene que codifica para la
glicoproteina de la capside externa VP7 de la cepa Shintoku, HF y WH
fue comparada con las secuencias correspondientes a las cepas
Cowden y Ehime, observandose que las 5 cepas presentaron una
fongitud de 1063 nucledtidos. El analisis comparativo de la secuencia
de aminoacidos a VP7 permitié determinar una identidad de 85.2 -
97% entre las cepas relacionadas serotipicamente (Cowden, WH y
Ehime) y una identidad de 69.9 - 74.7% con respecto a las otras dos
cepas Shintoku y HF. Entre los diferentes serotipos se reconocieron 8
regiones variables en la glicoproteina VP7, las cuales fueron similares

alos de VP7 de RGA. 2

Tabla 1.1. Serotipos de rotavirus grupo C

SEROTIPO CEPA(CRIGEN)
1 Cowden (Porcino), WH2 (Porcino); Ehime@(Humano)
2 Shintoku (Bovino)
3 HF2 {Porcino)

? probable serotipo.



Se ha propuesto que la diversidad seroidgica entre las cepas de
RGC esta relacionada con variaciones en la glicoproteina VP7 de la
capside externa, 2%

1.2.2. ELECTROFEROTIPOS.

Kuzuya y col. (1996) clasificaron a los electroferotipos de los
rotavirus humanos grupo C (CHRV) aislados de Okayama, Japon en
dos perfiles electroforéticos (I y Il). Mediante la técnica de Dot blot,

analizaron 11 muestras clinicas, de las cuales 6 presentaron el patron

Iy 5 mostraron el patrén Il % Tabla 1.2.

TABLA 1.2. Electroferotipo | y Il de 11 muestras aisladas de

Okayama, Japon.

MUESTRA ELECTROFEROTIPO TOMA DE MUESTRA
OK70 | 11-Enero-1988
0OK118 | 06-Febrero-1988

QK222 | 07-Abril-1988
OK231 | 25-Abril-1988
OK239 1 28-Abril-1988
QK450 1l 08-Febrero-1989
OK459 | 13-Febrero-1989
OK462 It 13-Febrero-1989
OK595 {f 12-Agosto-1989
154 Il 07-Junio-1990
157 il 13-Junio-1990

Tomado de Kuzuya M, 1996.



Los perfiles electroforeticos | y I mostraron diferencias en la
migracion de los segmentos 5, 7 y 10 presentando una migracién mas
lenta en el patron |l con respecto al patrén | y también se observaron
otra pequefias diferencias en los segmentos 3, 4 y 8. %% Figura. 1.3

3 = 3

Fig. 1.3. Electroferotipos de RGC. Carrii 1 RGA; Carril 2, electroferotipo | de RGC;
Carril 3, electroferotipo || de RGC. Tomado de Kuzuya M 1996.

1.3. PROTEINAS VIRALES

La dificil propagacion en cultivo celular de los RGC ha
obstaculizado el estudio de sus proteinas virales. Los RGC de origen
humano y de animales, presentan proteinas estructurales muy

similares; hasta la fecha se han identificado 6 proteinas estructurales



en los RGC de humanos, con PM qgue van desde 35,000 a 93,000
daltons, 4102027

Bremont y col. (1988) reportaron que la composicion de las
proteinas de RGC son similares a las proteinas de los RGA.

Jiang y col, (1989-1990) identificaron por analisis de purificacion
del viribn y patrén de migracion por lo menos 6 proteinas
estructurales. (Tabla 1.3.) Dos de las cuales fueron localizadas en la
capside externa con pesos moleculares de 33 kDa, 37 kDa y
posiblemente una de 25 kDa. Las cuatro restantes fueron localizadas
en la capside interna con pesos moleculares de 125 kDa, 93 kDa, 74
kDa y 41 kDa las cuales pudieron corresponder a las proteinas VP1,
VP2, VP3 y VP6 respectivamente, esta Uitima se encuentra en mayor
cantidad y presenta una estructura oligomérica,

Estudios con marcaje radioactivo de lisados celulares infectados
con RGC demuestran la presencia de dos proteinas no estructurales
con pesos moleculares de 39 kDa y 35 kDa. La proteina de 25 kDa se
ha descrito como una proteina estructural, pero pudiera ser una

proteina andloga a la fosfoproteina no estructural (26 kDa) de los

RGA, #2027
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TABLA 1.3. Composicion comparativa de proteinas de rotavirus

grupo Ay C2
PROTEINAS (kDa)
GRUPO A (5A11) GRUPO C (Cowden)
Capside interna y 125 (VP1) 125
nucleocapside 94 (VP2) 03
88 (VP3) 74
41 (VPB) 41
33
25
Capside externa 88 (VP4} 83
60 (VP5)°
28 (vPsy
37 (VP7} 37
No estructural 53 39
35 35
34
28
26 (VP9)
20 (VP10)" 22°
Variante 3re 37°
28°
26' 25°

® Citado por Ericson et al. (1982); Fang et al. {1989a); Jiang et al. (1989, 1990); Liu et al. (1988);
Mason et al. (1980, 1983}, v Welch et al. {1989).

® Productos de VP4

¢ Designacion tentativa

9 Precursor de NS28

¢ Glicosilado

! Fosforilado
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Estudios de cinética indican que la sintesis maxima de las proteinas
virales ocurren entre las 6 y 9 horas postinfeccion en células MA-104.
27
PROTEINAS DE LA CAPSIDE EXTERNA.
VP7. Es una proteina glicosilada con un PM de 37 kDa, (Tabla 1.4)es
la segunda mas abundante de las proteinas estructurales, y es
codificada por el segmento 8, esta proteina es analoga en tamano y
localizacion a la glicoproteina VP7 de RGA, es altamente
inmunogénica e induce fa formacion de anticuerpos neutralizantes.
12,20-24

Los genes que codifican para la proteina VP7 de las 5 cepas de
RGC estan compuestas de 1063 nucledtidos y poseen un marco de
lectura abierto que codifica para un polipéptido de 332 aminoacidos. 2.
25
VP4. Es una protelna de cépside externa con PM de 83 kDa

codificada por el segmento 3 de los RGC. *'
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Tabla 1.4. Pesos moleculares correspondientes a VP7 de las

diferentes cepas de RGC.

CEPA DE RGC PM (kDa) DE VP7
Cowden 374
WH 37.4
Ehime 37.5
Shintoku 376

PROTEINAS DE LA CAPSIDE INTERNA.

VP6. Es una proteina de la capside interna, codificada por el
segmento 5 6 6 dependiendo de la cepa, presenta estructura
tridimensional y es la mas abundante de la particula viral (50%).
Ademas no conliene los determinantes antigénicos que son comunes
en todos los RGA. Es un componente estructural importante ya que
mantiene la conformacion de la nucleocapside y es altamente
inmunogénica; es la proteina mas frecuentemente utilizada en el
diagnéstico de rotavirus, #2830

PROTEINAS DE LA NUCLEOCAPSIDE.

VP1. Es una posible proteina estructural, con un peso molecular de

125 kDa y es codificada por el segmento 1 del genoma viral. *'
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VP2, Esta proteina presenta un peso molecular de 93 kDa en la cepa
Cowden, actualmente no existen reportes sobre el gene que codifica
para dicha proteina. *'

VP3. Es una proteina que se encuentra formando la nucleocépside,
con PM de 74 kDa y es codificada por el segmento 4 del genoma viral.

31

Existen muy pocos estudios sobre las funciones de estas proteinas. #

1.4. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Mediante estudios de purificacion por centrifugacion en
gradientes de cloruro de cesio o sacarosa se ha determinado que las
particulas virales completas de los RGC presentan una densidad de
1.369 g/mi, mientras que las particulas sin la capside externa tienen
una densidad de 1.387g/ml y finalmente la nucleocépside con una
densidad de 1.44 g/ml. 22%

Las particulas de RGC son labiles a 56°C, ligeramente sensibles
a pH 3 y relativamente estables a pH 5 y en eter; no tienen actividad

hemaglutinante con eritrocitos humanos (tipo O). 203323

14



La infectividad puede ser inactivada por desinfectantes tales
como fenoles, formalina, cloro y etanol al 95% este Ultimo es tal vez el

mas efectivo ya que destruye la capside externa,

1.5. PROPAGACION IN VITRO

Los rotavirus del grupo no A, son de dificit propagacion in vitro. A
la fecha sdlo 3 cepas de RGC han sido adaptadas a lineas celulares,
(Cowden, Shintoku y Ehime). %

Nilsson y col. (1993) propagaron a los RGC de porcino en
células testiculares de cerdo (ST) utilizando concentraciones no
téxicas de tripsina demostrando que as cepas cultivables poseen una
hemaglutinina que requiere de acido sidlico para unirse a los
receptores de los enterocitos. *

Recientemente en Japon los RGC de origen humano han sido
adaptado en células de carcinoma de colén humano (CaCo-2) en
presencia de tripsina (4pg/mi), las células infectadas no muestran
efecto citopatico aparente, sin embargo el virus es detectado en las

células citoplasmaticas por inmunofluorescencia (IF). 18.21
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Existen diversos factores que determinan la propagacion en
cultivo celular de los rotavirus no A los cuales incluyen: el uso inicial
de cultivos primarios, tubos rotatorios y la adicion de enzimas
proteoliticas en el inéculo y en el medio de mantenimiento. 2%

Diversos estudios recomiendan que para la adaptacion de ios
RGC en lineas celulares (MA-104, ST y PK-15) es necesario realizar
pases previos en cultivos primarios de células de rifidn de cerdo
(PPK), utilizando enzimas como la tripsina y la pancreatina, siendo
esta Gltima mas eficaz ya que incrementa la infectividad de este grupo
de virus en lineas celulares, #2°%%%

Cabe mencionar que cuando se utilizan altas concentraciones
de pancreatina para la propagacion de RGC, eésta provoca toxicidad
en la monocapa de las lineas celulares, por lo que efecto citopatico
del virus no puede ser determinado. "

También se han logrado adaptar cepas de RGC provenientes de

gato en células MA-104 adicionando al indculo altas concentraciones

de tripsina.
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1.6. CLINICA Y PATOLOGIA DE LA INFECCION POR RGC

1.6.1. MANIFESTACIONES CLINICAS

Snodgrass y col (1984), determinaron las manifestaciones
clinicas por RGC, realizando estudios con porcinos de 1 dia de
nacidos, a los cuales se les administré una suspension de RGC,
observando 24 horas después una diarrea severa, vomito, anorexia y
deshidratacion. ¥

También experimentos realizados con porcinos gnotobidticos
infectados con RGC demostraron la presencia de gastroenteritis con
una severidad clinica similar a la de los RGA. Observando la
presencia de diarrea de 24 a 48 horas después de la inoculacion y

persistiendo de 2-6 dias. 2%

Algunas de las manifestaciones clinicas que se han reportado en
personas infectadas por RGC se han caracterizado por una diarrea
profusa que puede persistir hasta por 5 dias, fiebre de 38-39°C, dolor
abdominal, nauseas, vomito con episodios de 1-10/ dia,

" deshidratacion poco severa y fatiga. 34121518
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Se ha propuesto que los RGC de humanos originalmente fueron
de origen porcino por lo tanto la transmision puede ser de tipo
zoondtica y emergente.

1.6.2. PATOLOGIA DE LA INFECCION

Mediante estudios realizados en biopsias de intestino delgado
de porcinos infectados con RGC se ha demostrado los daflos
histopatoldgicos que provoca este agente viral. *

Los RGC infectan directamente la parte apical de las células
epiteliales de las vellosidades del intestino delgado provocando
acortamiento, atrofia de las vellosidades, infiltracion linfocitica en la
lamina propia y cisternas distendidas del reticulo endoplasmico,
especialmente en el ileon. 82%

La diarrea inicia cuando los enterocitos se desprenden del
intestino, los enterocitos maduros son reemplazados por enterocitos
inmaduros los cuales en lugar de tener la funcion de adsorcion tienen
la funcién de secrecion; provocando disminucidn en la adsorcion de
solutos idnicos sodio y cloro; y ‘so!utos no i6nicos glucosa vy

aminoacidos. La lesitn puede extenderse e incluir parte o todo el

intestino delgado. El tamafio de la lesion determina la severidad de ios
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sintomas, también existen otros factores determinantes como son la
cantidad de particulas virales, la edad y estado inmunoldgico del

paciente, 3202

1.7. EPIDEMIOLOGIA
Los RGC han sido reportados en muestras fecales de cerdos
infectados en Australia, Canada, Nueva Zelanda y Estados Unidos; en
vacas y gatos en Japon, y en humanos en muchos paises (Tailandia,
Nepal, Inglaterra, Norteamérica, Japon entre otros). **'*'*% Tabia 1.5.
Los RGC infectan principalmente a personas de 4 a 8 afios de
edad, aunque actualmente se ha reportado que infecta a adultos. ™'
En un estudio realizado en Reino Unido (1983), con sueros de
humanos v utilizando antigenos de RGC (origen porcino), se observéd
un porcentaje del 0-11% de positividad. Asimismo por técnicas
serolégicas se ha demostrado la presencia del 3 - 45% de anticuerpos
contra RGC en diversas partes del mundo. 5133
En Tokio (1987 - 1988) se detectaron 4 casos de RGC durante 7

afios de estudio, la infeccion se presentd en pacientes de 6 meses,

1,2 y 9 anos de edad. ®
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Tabla 1.5. Distrubuciéon mundial de la infeccion por RGC.

pAls, ANO N°. CASOS POSITIVOS / N° DE EDAD DEL
MUESTRAS EXAMINADAS PACIENTE
Australia 1981 1/400° 20 meses
Brasil 1983 1/ NR infante
Francia 1981 1/ NR? 2 afios
1984 3/1,020° Infante
Bulgaria 1983 2/NR? Infante
1986 5/ 691 Infante
México 1984 1/ 658 2 2 afos
ltalia 1985 1/ NR® 4 meses
Chile 1986 1/ NR? 6 meses
Argentina_ 1986 1/ NR? 1 afio
Japon 1985 5/ NR nifios
1986 71572 nifios
1088 48/ NR nifios
China 1987 60/ NR nifios
Finlandia 1988 6/ 600 4-7 afics
India 1988 4/ NR nifos
Inglaterra 1983 1/ NR Adulto
Nepal 1/ NR 8 afios
Tailandia 1986 4/ NR nifios y adulto

a | os RGC fueron clasificados con base a su electroferotipo pero no fueron
confirmados. Tomado de Pefiaranda ME, 1989; Saif LJ y Jiang B, 1994,

NR No reportados
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En Estados Unidos se presenté la infeccion por este agente viral
en 1.5 % de infantes con diarrea en un estudio de casi 1,100 infantes.

Se estima que aproximadamente 1 de cada 3 adultos jévenes
han sido infectados alguna vez por RGC. ¢

En porcinos se observa una alta prevalencia de anticuerpos
(97% en Estados Unidos, 93% en Japon y el 77% en Australia y
Brasil) y en bovinos la presencia de anticuerpos contra RGC es
menor, en Estados Unidos se reporta el 47% y en Japon el 56%, lo
cual sugiere que se trata de una infeccion zoonética y emergente. 7'

Los RGC tienen una estacionalidad similar a la de los RGA, que
es generalmente en los meses frios aunque en algunos paises como
Tokio se ha reportado la infeccion en los meses de Febrero, Marzo vy
Junio. ¥

Se ha reportado que durante la fase diarreica la cantidad de
particulas virales que se eliminan en materia fecal es
aproximadamente de 10%-10'° particulas/ml. *

Actualmente los RGC se han encontrado asociado a pacientes

con atresia biliar extrahepatica, ya que se ha detectado tanto en

muestras fecales como en higado, pero ain no se sabe si es el
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causante de esta enfermedad. Tal vez RGC hepatotrépico circula

antes de un gran brote de RGA 6 RGC tipo gastrointestinal. *'

1.8. METODOS DE DIAGNOSTICO PARA RGC

los RGC no son detectados por las mismas técnicas
serologicas utilizadas para el diagnéstico de RGA, ya que no
comparten el mismo antigeno comin de grupo. Este grupo de
rotavirus presenta una gran dificultad para ser cultivado en lineas
celulares y por otro lado se observa un menor titulo de particulas
virales en materia fecal, '* por lo que se ha recurrido a diferentes
técnicas moleculares para el diagnostico de éste agente viral,
actualmente se utilizan los sigutentes:

1.8.1. MICROSCOPIA ELECTRONICA (ME)

Cuando se dispone de un microscopio electronico su empleo
para el diagnéstico de rotavirus resulta un método rapido y eficiente.
En general es de gran utilidad en casos en que no se tenga un alto
ntmero de muestras, y nos permite diagnosticar brotes en tiempos
muy cortos. La eficiencia de la ME se basa en detectar de 108 a 10°

particulas virales/ml de heces, lo que implica gran facilidad para la
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observacion microscopica. Ademas la morfologia de estos virus es
muy caracteristica y no se puede presentar confusion con otros
agentes y finalmente, tiene la ventaja de que se pueden detectar otros
virus simultaneamente. Para la deteccion de Rotavirus se realiza una
suspension al 10% de materia fecal en PBS y se mezcla con un
volumen igual de triclorotrifiuoroetano posteriormente es centrifugado
a 1,700g /20 min, la fase acuosa es colectada y mezclada con 30% de
sacarosa seguida de una centrifugacion a 110,000g/ 2.5 hr a 4°C por
dltimo se realiza una tincién negativa con acido fosfotungstico al 2%.
Esta técnica no permite diferenciar morfologicamente a los diferentes
grupos de rotavirus, 3193639

1.8.2. INMUNOMICROSCOPIA ELECTRONICA (IME)

Fs una variante del método anterior pero con el uso de
anticuerpos que inducen la aglutinacion de particulas virales. Se utiliza
cuando se desea tipificar a los rotavirus pero es indispensable
disponer de los  anticuerpos  monoclonales  especificos

correspondientes para que puedan diferenciarse los grupo de

rotavirus. Actualmente se ha utilizado para la identificacion de RGC,
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usando como referencia antisueros grupo C de porcino (cepa
Cowden). 111839

1.8.3 ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA
(PAGE})

El término electroforesis se usa para describir la migracion de
una particula cargada eléctricamente cuando ésta se somete aun
campo eléctrico. Se trata de un método que permite el diagnostico de
RGC en muestras de materia fecal, partiendo de la extraccion del RNA
con fenol-cloroformo, la muestra se coloca en un gel de poliacrilamida,
se separa por electroforesis y por Gltimo se tifie con Nitrato de plata,
observandose los 11 segmentos de RNA viral, el patron de migracion
es car‘acteristico de grupo (4-3-2-2), 389.13.1518.26.37:40

1.8.4. HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

En los Ultimos afios se han desarrollado técnicas répidas de
hibridacion para el analisis de los genes, muchas de estas se basan
en la deteccion de acidos nucléicos por la hibridacion de DNA:RNA o
DNA:DNA. En la practica el procedimiento de hibridacion puede

usarse para detectar una secuencia especifica en una muestra

heterogénea de DNA. Para esto se requiere tener copias de la
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secuencia que se desea enconfrar, estas copias se marcan de alguna
manera que nos permita confirmar la formacion de las moléculas
hibridas. A ias cadenas marcadas se les llama sondas (o "probe” en
inglés) y seran utilizadas para buscar en la muestra la cadena con
secuencia complementaria que se llamara secuencia blanco. Gran
parte de las técnicas de hibridacibn se han fundamentado en el
marcaje con sustancias radioactivas. '

El procedimiento de hibridacion consta de 4 partes:
transferencia, marcado de la sonda, hibridacion y deteccion de los
hibridos.

Actualmente se ha analizado la diversidad genética entre los
rotavirus grupo C, mediante la técnica de hibridacion DNA-RNA
utilizando el gene 8 de la cepa Cowden (de origen porcino). 242

1.8.5. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

LLa reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), es un método
que permite la rapida amplificaciéon y deteccion in vitro del material
genético (DNA) que produce el proceso de replicacion del DNA in vivo.

La técnica consiste en un proceso ciclico de tres pasos:

desnaturalizacion del DNA de doble cadena, union de los
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oligonucledtidos iniciadores y extensién de los mismos. Cada uno de
los pasos se efectia mediante cambios de la temperatura de reaccion.
El método consta de 25 a 30 ciclos, lo cual se lleva acabo en un
reciclador térmico programable, lo que hace posible procesar gran
cantidad de muestras en pocas horas.

La tipificacion de los RGC se realiza mediante una RT-PCR
(transcriptasa reversa acoplada a la reaccion en cadena de la
polimerasa) para retrotranscribir el RNA a cDNA mediante la enzima
transcriptasa reversa y oligonuciedtidos especificos de grupo,

provenientes de la secuencia del gene 6 o gene 8. 13444
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México se desconoce el panorama general sobre la
incidencia de los rotavirus grupo C, por lo que en este trabajo se
pretende realizar la busqueda de este agente viral en preescolares y
adolescentes con gastroenteritis aguda de diferentes entidades de la
Republica Mexicana mediante la utilizacion de técnicas moleculares
(Rotaforesis y RT-PCR).

Este estudio nos permitira conocer el panorama general de la
infeccion por los RGC, asi como su estacionalidad e incidencia en

nuestro pais.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia de los rotavirus grupo C en muestras
fecales de pacientes de 4 a 18 afios de edad con gastroenteritis
aguda, provenientes de diferentes entidades de la Republica

Mexicana.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. ldentificar mediante la técnica de rotaforesis el electroferotipo
caracteristico de los rotavirus grupo C.

2. Extraer del RNA viral a partir de materia fecal y purificar con CF-
11.

3. Confirmar la presencia de los rotavirus grupo C por la técnica de
Trascripcion Reversa acoplada a la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (RT-PCR).

4. Conocer los indicadores epidemiolégicos mas frecuentes en la

infeccion por los RGC.
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4.HIPOTESIS

En México existe la circulacién de los rotavirus grupo C en
preescolares y adolescentes provocando casos esporadicos de
gastroenteritis aguda en estos grupos de edad. Mediante la técnica
de rotaforesis y RT-PCR se demostrara la presencia de este agente

viral.
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5. DISENO DE INVESTIGACION

A) CRITERIOS DE INCLUSION

-Poblacion de estudio: preescolares y adolescentes
-Edad: 4 a 18 afos

-Diagnéstico: gastroenteritis aguda menor de 72 horas
-Periodo de estudio: Enero 97 a Junio 98

B) CRITERIOS DE EXCLUSION

-Pacientes menores de 4 afios y mayores de 18 afios
VARIABLES DEPENDIENTES

-Gastroenteritis aguda

-Edad: 4 a 18 aiios

VARIABLES INDEPENDIENTES

-3exo

-Estado nutricional

TIPO DE ESTUDIO

Prospectivo, experimental y transversal.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. MATERIAL

6.1.1. Materiai Biologico

Se trabajaron 126 muestras clinicas, de pacientes mayores de 4
afios y menores de 18 afos de edad provenientes de Tampico, Cd
Victoria, Reynosa, Morelia, Monterrey, Veracruz, Chihuahua, Colima,
Cancun, Chetumal, Mérida, La Paz y Saltilio; correspondientes al
perfodo de Enero 97- Junio 98.

6.1.2. Material de Laboratorio

Tubos Eppendorf de 1.5 ml

Tubos Eppendorf Micro Amp de Perkin Elmer (0.2 'y 0.5 mi)

Pipetas Pasteur

Pipetas graduadas de 1,2,5, 10y 25 ml

Vidrios de 7.5x6.5 cm

Separadores y peines de teflon

Pinzas

Micropipetas Gilson de 0.5-20 pl, 20-200 pl

Puntas para pipetas de 160-1000 wl
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Bafio maria

Cristaleria comun de laboratorio

Guantes de fatex

6.1.3. Equipo

Vortex Genie-2 VWR

Microcentrifuga

Camara horizontal para electroforesis

Céamara de electroforesis Mini Protean BIORAD
Camara de electroforesis Mini Sub DNA celf
Fuente de poder 200/2.00 BIORAD
Termociclador Gene Amp System 2400 Perkin Eimer
Transiluminador UV Ultra-Lum UVB-20

Revco de —20°C American

Refrigerador de 4°C American

Campana de flujo laminar vertical

Balanza MJ-3000 Chyo

Camara fotografica POLAROID 57

6.1.4. Reactivos

Sol. A 5x (solucion de lisis)
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Sol. B (Fenol)

Sol. C 1x (Agarosa, Xilen-cianol)

Sol. D 10x (Glicina)

Sol. E 10x (Etanol-Acido acético)

Sol. F 100x (Nitrato de plata)

Sol. G 125x {(Formaldehido)

Sal. H (Acido acético)

Sol. de Hidréxido de sodio 3%

Sol. de mondmeros {(Acrilamida-bis-Acrilamida)
Tris pH 8.8

Persulfato de amonio 2%
Tetrametilendiamina (TEMED)

Agarosa 2%

Cloroformo

Fenol/Cloroformo/Alcohol isoamilico (24:24:1)
Agua DEPC

Sol. de Isotiocianato de guanidina (Trizol)
Fibra de celulosa (CF-11)

Sol. STE (0.1M NaCl, 0.001M EDTA, 0.05M Tris-base) pH 7.0
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Buffer para PCR 10x

dNTRS (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

inhibidor de RNAsas de piacenta humana (RNAsin) 40 U/ul
Dimetil sulféxido (DMSQ)

Transcriptasa reversa 25 U/ul (Boehringer Manneheim)
Tag-polimerasa 5 U/u! (Boehringer Manneheim)
Bromuro de etidio

Sol. TBE 10x (Tris-base, Acido borico, EDTA)

6.1.5. OLIGONUCLEOTIDOS

Oligonucledtidos especificos del grupo C (C-1y C-4)
C1-5 CTC GAT GCTACTACAGAATCAG &

C4- 5' AGC CAC ATAGTT CACATT TCATCC 3'

Oligonucledtidos especificos del grupo A (Beg 9y End 9)

Beg 9- 5 GGC TTT AAAAGA GAG AATTTC CGTCTG G ¥

End 9- 5 GGT CAC ATC ATA CAATIC TAATCT AAG 3
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6.2. METODOS

6.2.1. DIAGRAMA DE FLUJO

MATERIA FECAL

— EXTRACCION ;
FENOL/CLOROFORMO §

4
PURIFICACION
CON CF-11

i, [ R TR [ D PP

ROTAFORESIS [f PAGE AL 10% |
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6.2.2. ROTAFORESIS

Rotaforesis es un kit de diagnéstico desarrollado por el Dr.
Espejo y col. (1982) en el que se lleva acabo la deteccion directa del
RNA viral a partir de materia fecal, mediante un corrimiento
electroforético en geles de poliacrilamida y posterior tincion con

AgNQO3. 9%

6.2.2.1. Extraccion del RNA viral a partir de materia fecal

+ A 300 p! de materia fecal se adicionaron 300 pi de sol. A, 300
ul de sol. B y 300 pl de Cloroformo.

+ Se mezclé homogéneamente en vortex y se centrifugd a 7500
r.p.m. durante 15 minutos,

+ El sobrenadante fue separado y almacenado a 4°C, hasta su
uso.

6.2.2.2. Preparacién del Gel de Poliacrilamida al 5%

¢ Se colocaron los separadores y el peine de teflon entre los
vidrios, se sujetaron con pinzas los 3 extremos de los vidrios y se

sellaron estos extremos con agarosa.
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¢ En un vaso de precipitados de 25 ml se colocaron 1.32 mi de
la sol. de Bis-Acrilamida 2 ml de Tris pH 8.8, 4.56 de agua
destilada estéril, 480 ul de Persulfato de amonio al 2% vy
finalmente 10 pwl de TEMED.

¢+ Se mezcld suavemente y se procedid a llenar el espacio
existente entre los dos vidrios esperando la polimerizacion.

+ Posteriormente se retird el peine y con papel absorbente se
secaron perfectamente los pozos.

6.2.2.3. Electroforesis

¢ A 80 pl de sobrenadante obtenido en la extraccion de RNA se
le adicion6 una gota de sol. C.

¢ Se adiciond la mezcla en los pozos del gel.

+ Dejar sclidificar las muestras.

¢ Realizar el corrimiento electroforético con 250 ml de sol. D (1x)
a 100 voits durante 2 horas aproximadamente.

6.2.2.4. Tinciéon de Geles de Poliacrilamida con Nitrato de

plata.

¢ Una vez terminado el corrimiento electroforético, se retird el gel

del tos vidrios.
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¢ Se realizé6 un pequefio corte en la parte inferior del primer

carril.

+ Se fijo en sol. E (1x) durante 30 minutos.

+ Se retird la solucidn anterior y se procedio a la tincién con sol.

F durante 30 minutos.

¢ Transcurrido el tiempo se realizaron dos lavados con agua

destilada estéril.

+ Posteriormente se adiciond la so!. G hasta que se observaron

las bandas del control positivo.

+ Finalmente se detuvo la reaccion con sol. de acido acético

glacial al 1%.

6.2.2.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida al 10 %.

La metodologia para la preparacién de este tipo de geles es
pasicamente la misma que se sigue para los geles al 5% y se utilizan
camaras de electroforesis de BIO-RAD. El corrimiento electroforético
se lleva a cabo a 100 volts/14 h. La finalidad de esta metodologia es

el analisis de los electroferotipos de las diferentes cepas de rotavirus.
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6.2.3. PURIFICACION DEL RNA VIRAL CON CF-11

Para realizar la técnica de RT-PCR, es necesario que el RNA
este libre de impurezas que pueden interferir en la reaccidon de
amplificacion, por lo tanto se lleva a cabo la purificacion del material

genético mediante el uso de una fibra de celulosa (CF-11). *

¢ A 300 pl del sobrenadante obtenido en la extraccion de RNA
se le adicioné 50u sol. A, 300ut Fenol/Cloroformo/Alcohol
isoamilico (24:24:1).

¢ Se mezclé homogéneamente en vortex y se centrifugoé a 8000
r.p.m. durante 10 minutos.

+ Al sobrenadante obtenido se le adiciond 200ul de trizol y
nuevamente se mezclo y centrifugd a 8000 r.p.m. durante 10
minutos.

¢ Finalmente este tGitimo sobrenadante se colocd en otro tubo y
se le adiciond 30 mg de Fibra de celulosa 11 (CF-11).

+ Se mantuvo mezclando por 3 dias a 4°C.

¢ Transcurrido ese tiempo se centrifugd a 13 000 rpm/1 minuto.

¢ Se realizaron 3 lavados con STE.
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¢ El RNA fue eluido 2 veces de la CF-11 con 30 ul de agua

DEPC, a 60°C/10 min.

6.2.4. TRANSCRIPTASA REVERSA ACOPLADA A LA
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (RT-PCR)

Es una técnica de biologia molecular "in vitro" que consiste en la
retrotranscripcion de RNA a cDNA mediante la transcriptasa reversa y
posterior amplificacion de secuencias caracteristicas de grupos Ay C,
mediante oligonuciéotidos especificos que hibridan las cadenas de
DNA expuestas y posteriormente son amplificadas por la Tag-
polimerasa.

6.2.4.1. Determinacion de rotavirus grupo C

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen
total de 50 ul. La preparacion de la mezcla de reaccion se realiz6 en
un baiio de hielo a -20°C.

+ La mezcla de reaccién consistio en buffer 10X (Tris 10mM pH

8.3, KCi 40mM, MgClz 1.5mM), dNTPs 0.2 mM de cada

nucledtido, RNAsin 8U, oligonucledtidos especificos del grupo C

(C-1y C-4 0.05 uM); en un volumen suficiente de agua DEPC. a
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fa mezcla de reaccion también se adicionaron las enzimas 12.5U

de transcriptasa reversa y 2.0 U de Tag-polimerasa, se

homogeneizé perfectamente.

+ Se utilizaron 5 ul de RNA, posteriormente fue desnaturalizado

a 97°C/5 min. en presencia de 7% de DMSO.

+ Rapidamente se enfrié en Etanol a —20°C/5 minutos.

+ Después se adicioné la mezcia de reaccion hasta un volumen

total de 50 pl.

¢ Se colocaron los tubos en el termociclador con el siguiente

programa: 30 min. a 50°C, 3 min. a 84°C, 30 ciclos de: 30 seg. a

94°C, 2 min. a 47°C, 40 seg. a 72°C aumentando 3 seg. por

ciclo, posteriormente 7 min. a 72°C, finaimente a 4°C.

¢ A la mezcla de reaccion también se adicionaron los

oligonuclettidos especificos del grupo A (Beg-9 y End-9 0.1 pl).

6.2.4.2. OBSERVACION DE LOS PRODUCTOS DE
AMPLIFICACION EN GELES DE AGAROSA

Los productos de las amplificaciones se verificaron en geles de

agarosa al 2% con bromuro de etidio 0.5 pg/ml.

41



+ En el primer pozo del gel se colocaron 2 pl de marcador ¢X-
174 digerido en Haelll para observar el tamafio de los
segmentos de las amplificaciones.

+ Se colocaron 10 ul de los productos ampilificados en cada uno
de los pozos del gel.

+ Posteriormente realizd la electroforesis en buffer TBE a 120 V
durante 30 minutos.

+ Finalmente se observo el gel en el transiluminador.

+ Se tomo6 una fotografia con camara Polaroid 57, utilizando
peliculas 667 con tiempo de exposicion de 1 segundo y una

apertura del diafragma entre 8 y 11.
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7. RESULTADOS

En este estudio se trabajaron 126 muestras diarreicas de
pacientes de 4 a 18 afios de edad con gastroenteritis aguda,
procedentes de diferentes entidades de {a Repuablica Mexicana:
Tampico, Cd. Victoria, Reynosa, Morelia, Monterrey, Veracruz,
Chihuahua, Colima, Cancun, Chetumal, Mérida, La Paz y Saitillo;
correspondientes al periodo de Enero 97 a Junio 98; las cuales fueron
enviadas al laboratorio de rotavirus para su diagndstico.

Del total de muestras analizadas por la técnica de rotaforesis se
observé que: 12 (9.52%) fueron positivas a RGC; 20 (15.87%) a RGA;
y 94 (74.60%) fueron negativas a Rotavirus. Tabla 7.1 y Gréafica 7.1

La técnica de PAGE al 10% tefiido con nitrato de plata mostré
que las muestras positivas a RGC presentaron un perfil electroforético
caracteristico de estos virus (4-3-2-2), asi como la presencia de tres
electroferotipos diferentes: Tipo | en La Paz (1997); Tipo [l en
Monterrey (1997); y Tipo IIf en Tampico y Colima (1998); con
variacion en la migracién de los segmentos de RNA 3 y 9. Por la

misma metodologia fue posible determinar la presencia de RGA, con
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un petfil electroforetico caracteristico de este grupo (4-2-3-2). Figura
71

La técnica de RT-PCR se realiz6 a partir de la materia fecal para
confirmar la presencia de RGC utilizando oligonucledtidos especificos
para este grupo. Las muestras correspondientes a RGC; amplificaron
un producto de cDNA de 356 pb. Asimismo, fue posible confirmar por
esta metodologia que las muestras positivas a RGA por rotaforesis,
mostraron un producto de amplificaciéon de 1062 pb. Figura 7.2

Cabe destacar que las 12 (100%) muestras positivas a RGC por
la t&cnica de rotaforesis también se confirmaron por la técnica de RT-
PCR. Sin embargo de las 20 muestras que presentaron el
electroferotipo  caracteristico de  RGA, solo 18 (90%) fueron
confirmadas por RT-PCR, mientras que 2 muestras no amplificaron ios
productos correspondientes a este grupo de rotavirus. Todos los
casos negativos por rotaforesis también fueron negativos (100 %) por
RT-PCR. Tabla 7.2

En este primer estudio, el panorama general de la infeccién por
rotavirus grupo C en México, mostré un perfodo estacional de Enero a

Mayo, durante el afio y medio de estudio. Observandose que en 1997
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se presentaron 6 casos positivos a RGC, distribuidos en los meses de
Febrero (3 casos), Marzo (2 casos) y Enero (1 caso). Asimismo, en
1998 se encontraron casos positivos en Marzo (3 casos) seguido de
Febrero, Abril y Mayo con 1 caso respectivamente. Tabla 7.3 y
Gréfica 7.2

Las manifestaciones clinicas mas importantes que se
presentaron en la infeccién de RGC, se obtuvieron consultando las
encuestas centinelas de diarreas de la Secretaria de Salubridad
disefiadas para el Programa de Vigilancia Epidemiologica de
Rotavirus que se registraron en el momento de la toma de muestra.
Los pacientes presentaron diarrea liquida con duracion menor a 72
horas (91.6%), dolor abdominal (75%), vomito (66)%, deshidratacion
(25%), temperatura mayor de 38°C (25%) y de 3 a 8 evacuaciones por
dia. Tabla 7.4 y Grafica 7.3

Es importante destacar que el grupo de edad mas afectado ala
infeccion de RGC fue de 4 afios (5 casos), seguido de 10 afios (2
casos) y por dltimo las edades de 6, 8, 11, 12 y 15 afnos con 1 caso

respectivamente. Tabla 7.5 y Grafica 7.4

45



Las muestras positivas a RGC se presentaron distribuidas

Unicamente en 4 de las 13 entidades de la Republica Mexicana

estudiadas observandose un mayor ndmero de casos en La Paz,

seguido de Colima, Tampico y Monterrey. Figura. 7.3

Tabla 7.1. Muestras clinicas analizadas por rotaforesis para el diagnostico

de RGC y RGA, procedentes de diversas entidades de la Republica

Mexicana.

PROCEDENCIA POSITIVAS POSITIVAS NEGATIVAS TOTAL DE

MUESTRAS
RGC RGA

Tampico 2 15 28 45
Monterrey 1 1 19 21
Veracruz 0 0 17 17
Cofima 4 0 9 13
La Paz 5 0 1 6
Cd. Victona 0 1 5 6
Chihuahua 0 G 5 5
Morelia 0 0 4 4
Reynosa 0 1 2 3
Chetumal 0 0 2 2
Cancin 0 2 0 2
Saltilio 0 0 1 1
Mérida 0 0 1 1
TOTAL 12 20 94 126
Yo 9.52 15.87 74.60 100
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Grafica 7.1. Andlisis global de las frecuencias de RGC y RGA en

pacientes con gastroenteritis aguda, mediante la técnica rotaforesis.
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Fig. 7.1. Analisis de los electroferotipos de los RGC. Gel de
poliacrilamida al 10% tefiido con AgNO,. Carril 1 electroferotipo de
RGA; Carriles 2,4-6 RGC Tipo |; carrii 3 RGC Tipo |l; carriles 7,8 y 9
RGC Tipo Il
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FIGURA 7.2. RT-PCR para RGC. Gel de agarosa al 2% tefiido con
bromuro de etidio. Carriles 1 y 10 marcador de peso molecular ¢X174-
Haelll: Carril 2, producto de 1062 pb correspondiente a RGA; carriles
3-9 y 11-15 productos 356 pb correspondientes a RGC.
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Tabla 7.2. Confirmacién de RGC y RGA por RT-PCR

RT-PCR RGC RGA NEGATIVAS
CONFIRMADAS 12 18 94
NO 0 2 0
CONFIRMADAS
TOTAL DE 12 20 94
MUESTRAS
% 100 90 100

Tabla 7.3. Frecuencia mensual de |a infeccion por RGC en el periodo

de Enero 97 a Junio 98.

CASOS POSITIVOS A MES ANO
RGC
1 ENERO 1997
3 FEBRERO 1997
2 MARZO 1997
1 FEBRERO 1998
3 MARZO 1998
1 ABRIL 1998
1 MAYO 1998
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Grafica 7.2. Periodo estacional de la infeccion por RGC en nifios con

gastroenteritis aguda.
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Tabla 7.4. Manifestaciones clinicas de la infeccién por RGC

CLAVE
INDRE

DIARREA
LiQuIDA <72 H

DOLOR
ABDOMINAL

VOMITO

DESHIDRATACION

TEMPERATURA >
as°c

3386

+

3762

3783

3756

3767

3770

9035

9053

9079

9146

9147

9203

%

91.66

75

66

25

25
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Grafica 7.3. Manifestaciones clinicas mas sobresalientes en la

infeccién por RGC.
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Tabla 7.5. Grupos de edad en los que se presentd la infeccion por

RGC y RGA. Confirmadas por RT-PCR.

EDAD (AROS) | N° DE CASOS POSITIVOS A | N° DE CASOS POSITIVOS A
RGC/ N° DEMUESTRAS RGA/ N° DEMUESTRAS
EXAMINADAS EXAMINADAS

4 5/54 9/54
5 0/30 3/30
6 113 1113
7 0/4 114

8 110 3/10
9 0/3 0/3
10 2/6 0/6
11 11 0/1

12 13 0/3
13 0/1 11

15 11 0/1

TOTAL 12/126 18/126
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Grafica 7.4. Grupos de edad en los que se presenté la infeccion por

RGC y RGA.
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MONTERREY
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TAMPICO

(4 CASOS)

Fig. 7.3. Distribucién geogréfica de los rotavirus grupo C.
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8. DISCUSION

La técnica de rotaforesis es una herramienta de laboratorio de
gran utilidad para detectar la presencia de los 11 segmentos de
dsRNA caracteristico de los rotavirus a partir de materia fecal.
Asimismo, nos permite analizar los diferentes perfiles electroforéticos
y de esta manera inferir el grupo de rotavirus al que pertenecen, ya
que se ha reportado en la literatura que cada grupo (A-G) presenta un
electroferotipo caracteristico.

Para confirmar la presencia de RGC y RGA se realizé la RT-
PCR utilizando oligonucledtidos especificos de grupo, es importante
mencionar que para llevar acabo esta técnica fué necesario obtener el
RNA libre de inhibidores por lo que se utilizé la purificacion con CF-11
debido a que la materia fecal puede contener sustancias inhibidoras
como: polisacéaridos, proteinas, lipidos etc. los cuales son de dificil
eliminacion y pueden interferir en la actividad enzimatica de la
transcriptasa reversa. La purificacion por este meétodo es
recomendada cuando se desea detectar agentes patégenos a partir

de muestras con grandes cantidades de contaminantes como son
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aguas residuales y materia fecal. Asi como en el caso de los RGC
donde la eliminacion de particulas virales en materia fecal es menor
con respecto a los RGA.

Los resuitados obtenidos por la técnica de rotaforesis y RT-PCR
mostraron que existe una alta correlacion entre ambas metodologias,
ya que solo 2 muestras positivas a RGA detectadas por rotaforesis no
fueron confirmadas por RT-PCR, debido a que posiblemente no hubo
una eliminacion total de los inhibidores enzimaticos durante la
purificacion del RNA gendmico o bien por que éste se encontraba en
muy baja concentracion por lo que seria necesaria la ufilizacion de
enzimas mas sensibles que nos permitieran amplificar cantidades muy
pequefias de RNA. Todas las muestras positivas a RGC por
Rotaforesis también lo fueron por RT-PCR.

Al analizar los electroferotipos de RGC que se presentaron en
los diferentes estados de ia Republfica Mexicana, se observd que en
1997 circularon los electroferotipos Tipo | (La Paz) y Tipo I
(Monterrey), mientras que en 1998 Unicamente circuld el Tipo It en
Colima y Tampico. Lo gue nos sugiere que la circulacion de los

electroferotipos dominantes de RGC pueden variar afio con afio.
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Las diferencias principales entre cada electroferotipo se
observaron en la migracion de los segmentos 3 y 9 dsRNA, en los
segmentos restantes la migracion fue similar para todos los estados.
Estas diferencias pueden indicar la existencia de diversas cepas de
RGC, sin embargo para su caracterizacion se requiere la realizacion
de estudios especificos en biologia molecular lo cual podria ser util
para estudios epidemioldgicos de estos agentes virales.

Es importante destacar que en México, Espejo y col. reportaron
un caso positivo a RGC (menor de 5 afios) de 658 analizados por
PAGE en 1984. Sin embargo, este unico caso no fue confirmado al
grupo perteneciente por RT-PCR.

Este trabajo, es el primer estudio de una blUsqueda intencionada
para la identificacion y confirmacion de los RGC a partir de materia
fecal de nifios con diarrea en México. En este estudio se encontrd la
presencia de los RGC en un porcentaje de 9.52%, en el grupo de
edad analizado (4-18 afios), también se encontrd a RGA pero en
menor proporcion con respecto a lo que se presenta en nifios menores
de 3 afios de edad (30-60%). Al respecto, cabe sefialar que es de

gran importancia e! haber demostrado la presencia de RGC en
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infantes, ya que actualmente en nuestro pais no se conoce nada con
respecto a la infeccidn por estos agentes virales.

Las infecciones por RGC registradas durante el afio y medio de
estudio presentaron un periodo estacional (Enero a Mayo} que es
similar a lo reportado en Tokio (Febrero, Marzo y Junio), pero diferente
a lo encontrado en otros paises (meses frios).

Las manifestaciones clinicas mas sobresalientes de la infeccion
por RGC fueron diarrea liquida con duracion de menos de 72 horas,
dolor abdominal, temperatura mayor de 38°C; lo cual correlaciona con
las reportadas en la literatura para este virus y no muestran
diferencias con las manifestaciones clinicas presentadas por los RGA.

Estudios previos, han reportado que los RGC infectan
principalmente a personas mayores de 4 afios de edad, pero muy rara
vez a nifios menores de tres afios de edad, en contraste con los RGA
donde la infeccién es mas comiin en menores de 3 anos. Los datos
obtenidos, demostraron y confirmaron claramente la presencia de
RGC en muestras fecales de pacientes de 4 a 15 afnos de edad con
gastroenteritis aguda. Cabe mencionar que la circulacion de los RGA

disminuyo al aumentar la edad y los RGC se mantuvieron constantes
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en este mismo grupo, lo cual correlaciona con lo reportado en la
literatura, aunque aparentemente en nuestro pais la mayor cantidad
de casos se presentd en las edades de 4 y 10 afios.

No obstante, debido al niumero pequefio de muestras positivas
obtenidas, no es posible concluir de manera contundente acerca de la
prevalencia de estos agentes en nifios mayores de 4 afios de edad en
fa poblacion infantil mexicana, ya que para ello se requieren de
mayores estudios epidemiologicos que contemplen varios afios de
estudio.

Mientras que los rotavirus del grupo C han sido reconocidos por
mas de una década como agentes causales de la gastroenteritis en
humanos en diversas partes del mundo, no existen datos en nuestro
pais que indiquen la presencia de estos agentes patogenos en la
poblacion mexicana.

Algunos de los problemas que han afectado de manera
importante la deteccion de estos agentes virales en la poblacion
mexicana ha sido la falta de reactivos comerciales para su
diagnéstico, reflejando en el pasado la aparente ausencia de estos

agentes en nuestro pais.
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Es importante mencionar gue en este estudio no se incluyeron
nifios menores de 3 anos de edad, pero en el afic de 1997 en el
laboratorio de rotavirus se encontraron 2 casos positivos a RGC en
nifios de un afio de edad. Lo que nos sugiere para estudios
posteriores la bisqueda de este agente viral en un rango mas amplio
de edades y de esta manera conocer el panorama tolal de la

circulacion de RGC en nuestro pais.
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9. CONCLUSIONES

Este trabajo nos proporciond datos relevantes sobre la infeccion
por RGC, mostrando que existe la circulacion de este virus en la
poblacion mexicana de 4 a 15 afios de edad, asi como también en
nifios de 1 afio.

En el grupo de edad estudiado se observd que existe la
circulacién de RGA pero en menor proporcion comparado con lo
reportado en nifios menores de 3 afio.

Los RGC presentaron diférentes electroferotipos de acuerdo al
lugar de procedencia y variaron de un afio a otro lo que podria sugerir
que existe la circulacion de diferentes cepas en nuestra pais.

El periodo estacional en el que se observd el mayor nimero de
casos positivos por este grupo de rotavirus fue en los meses de
Febrero y Marzo.

Las principales manifestaciones clinicas observadas durante fa
infeccion por RGC fueron: Diarrea liquida menor a 72 horas, dolor

abdominal, vomito, temperatura mayor de 38°C y de 3-8 evacuaciones

por dia.
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La rotaforesis es una herramienta muy util para el diagndstico
de RGC ya que nos permite observar el electroferotipo caracteristico
de este grupo aunque para su confirmacion es necesaria la utilizacion

de una técnica mas especifica como es la RT-PCR.

Basandonos en los resuitados obtenidos en este trabajo se
sugiere la realizacion de otros estudios encaminados a la
caracterizacion antigénica y genémica de RGC, asi como también una
vigilancia epidemiolégica que nos muestre un panorama general mas
completo de la circulacion de este virus en nuestro pais, los cuales
incluyan una poblacion mas amplia en cuanto a edad, entidades

federativas y que contemple varios afios de estudio.
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10. APENDICE

1. ACRILAMIDA/BIS-ACRILAMIDA.

Acrilamida......cc.ccccovveenne 30g

Bis-acrilamida ............... 08¢

Aforara a 100 ml con agua destilada estéril.

2. TRIS-ABAJO (pH 8.8)

Pesar 18.17 ¢ de Tris-base y disolver en 40 ml de agua destilada
estéril y adicionar 4 ml de SDS al 10%, ajustar el pH a 8.8 y aforar a
100 m! con agua destilada estéril, guardar a 4°C.

3. PERSULFATO DE AMONIO AL 2%

Pesar 2 g de Persulfato de amonio, disolver en 70 ml de agua
destilada estérit y aforar a 100 mi.

4, TEMED
N,N,N’,N’- Tetrametilendiamina (TMEDA, TEMED)
este reactivo se emplea como viene en su presentacion comercial,

almacenar a 4°C.
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5. SOLUCION “A” (solucién de lisis)

Tris-base.....ccccoccueee 1.6g
EDTA. ..o 1.4¢
SDS..ieeeiren 0.65¢g
NaCl.....ccoocceeeriirrarnenen. 29

Disolver en 20 ml de agua destilada estéril, adicionar 0.6 m| de
mercaptoetanol y aforar a 50 ml con agua destilada estéril,

6. SOLUCION “B” (Fenol)

El fenol ultra-puro se satura con Tris-EDTA pH de 8, agitar hasta que
se disuelva bien y almacenar a 4°C en frasco ambar.

7. SOLUCION “C”

Agarosa.........ccoovvunrnenins 05¢g

Disolver con ayuda de calor en 33 ml de agua destilada estéril
Xilen.cianol............c.eeuvee 0.2 ml

8. SOLUCION “D"” 10X

Tris-base....cvecciiiinninnins 124

Glicina....ceeees e 576¢g

Aforar a 500 ml de agua bidestilada esteril
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9. SOLUCION “E” 10X

Mezclar 3 ml de Acido acético con 287 ml de Etanol
10. SOLUCION “F” 100X

Nitrato de plata.................. 0916 g

Disolver en 5 ml de agua destilada estéril

11. SOLUCION “G” 125X

Formaldehido al 38%

12. SOLUCION “H”

Acido acético glacial

13. FENOL/CLOROFORMO/ALCOHOL ISOAMILICO (24:24:1)

Fenol saturado.............. 24 mi
Cloroformo.........ceeeeveeens 24 mil
Alcohol iscamilico........... 1ml

14. AGUA DEPC (Dietilpirocarbonato)
A 1000 ml de agua bidestilada adicionar 1 ml de Dietilpirocarbonato y

mantener en agitacion durante 12 hr a temperatura ambiente y

esterilizar.
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15. SOLUCION DE STE ( 0.1M NaCl, 0.001M EDTA, 0.05M Tris-base)

pH7.0

NaCl....cooireceereecienns 0.29¢
EDTA..coiiiireeieiieean 0.018¢g
Tris- base....cccccceeveeenennn, 030g

Disolver en 30 mi de agua DEPC, ajustar el pH a 7.0 y aforar a 50 mi

con agua DEPC.

La solucién anterior se mezcla con un volumen igual de etanol al 60%.
16. SOLUCION DE TBE 10X (0.089 M de Tris, 0.089 M de Acido

borico y 2 mM de EDTA) pH8.

TriS-DaSE. i eeceiaernienieniens 108 g
Acido bOriCO......cveverennen, 27549
EDTA i 68¢g

Aforar a 1 litro con agua destilada estéril.
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