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PCR 	Reacción en Cadena de la Polimerasa 
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Rotavirus Humanos 
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RESUMEN 

En este esudio se analizan un total de 346 muestras fecales para 

el diagnóstico y tipificación de Rotavirus del Grupo A (Enero 1994-

Enero 1995) de una población infantil menor de tres años, admitida por 

diarrea aguda y deshidratación severa en un Hospital Pediátrico de 

Morelia, Mich. Los resultados obtenidos en el Laboratorio, revelan que 

148 (42.7%) de las muestras clínicas son positivas a Rotavirus por 

Rotaforesis. Mediante el análisis de perfiles electroforéticos se 

determinó que 129 (87.1%) de las muestras positivas a Rotavirus 

presentaron un patrón elecroforético "largo" y solo 19 (12.8%) patrón 

electroforético "corto". Además de observar una gran diversidad de 

electroferotipos. La tipificación por RT-PCR revela que el serotipo más 

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 infección por Rotavirus se 

observó con una mayor frecuencia en el intervalo de edad de 742 

meses (6/8%), presentando diarrea líquida (64%) vómito (80%) y fiebre 

leve (70%). 



(Kapikian, 1988; Kapikian, 1990) 

1.- INTRODUCCION 

a gastroenteritis viral aguda es una enfermedad muy común 

que se presenta en forma endémica o epidémica y afecta a sujetos de 

todos los grupos de edad. Después de la vía respiratoria, la ruta fecal-

oral es la segunda en importancia en la transmisión de agentes y es por 

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

La gastroenteritis no-bacteriana es un síndrome que afecta a gran 

parte de la población mundial. En países desarrollados es la mayor 

causa de morbilidad en niños pequeños, mientras que en los países en 

vías 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-Hipocráticos, 

algunos descubrimientos realizados en el siglo pasado en el campo de 

la bacteriología y parasitología en relación con los agentes productores 

de gastroenteritis revelaron la etiología de una parte de estos 

síndromes. Posteriormente, apareció además de estos descubrimientos, 

una parte significativa de gastroenteritis infantil epidémica a la cuál no 

se le asumía ningún agente etiológico ni bacteriano ni parasitario. 

Debido a que ninguno de los agentes estudiados anteriormente 

era el productor de la diarrea aguda, se creía que muchas de estas 

infecciones gastrointestinales podrían deberse a agentes virales. 



Los virus que producen la diarrea aguda, inducen lesiones a 

nivel del intestino delgado, replicándose en las células epiteliales de las 

3 

Durante los años 50's, diferentes investigadores inducieron 

enfermedades gastrointestinales en diferentes voluntarios mediante la 

administración de filtrados fecales libres de bacterias. En los años 60's, 

Adams y Kraft (Adams, 1963) reportaron la observación por 

Microscopía Electrónica (ME) de un virus en la diarrea epizoótica de 

ratones infantes y poco después, Malherbe y col. aislaron en cultivos 

celulares a un virus de 70 nm al cuál llamaron SA-11 por las iniciales 

de simian agent. (Malherbe, 1967) 

En 1972, Kapikian y col. fueron los primeros en informar la 

observación en ME de un virus de 27 nm asociado con gastroenteritis 

viral humana, al cuál 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 

rápidamentre la presencia de Rotavirus en materia fecal de niños e 

infantes con enfermedad diarréica y se reportó a este virus como el 

principal agente etiológico viral de diarrea en niños. Las enteritis 

virales tienen patofisiología y presentación clínica común, en general el 

síndrome es autolimitado, su inicio es abrupto y se manifiesta con 

diarrea, nausea, vómito, fiebre baja, dolores abdominales y de cabeza, 

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



vellosidades. En las diarreas de las enteritis virales se presentan 

evacuaciones líquidas y abundantes. ( Kapikian ,1988) 

De los agentes virales conocidos, Rotavirus es el agente 

etiológico productor de gastroenteritis más 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 niños pequeños con 

gastroenteritis aguda. Han sido asociados con enfermedad diairéica en 

ratones, borregos, conejos, monos, antílopes, 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 morfológicamente con los Orbivirus y con los 

Reovirus, pero difieren antigénicamente por inmunomicroscopía 

electrónica y fijación de complemento. (Dennis L, 1990; Soler, 1994) 

En células infectadas, los Rotavirus presentan diferente 

morfología entre sí, se ha definido la existencia de 3 tipos de partículas: 

1) partículas completas, compuesta de una doble cápside y de 

aproximadamente 70 nm de diámetro como se observa en la figura 1; 2) 

partículas de cápside sencilla que miden aproximadamente 55 nm de 

diámetro y 3) partículas que poseen únicamente el core 



(nucleocápside), y que presentan un diámetro de aproximadamente 37 

nm. El término "Rotavirus", proviene del latín ROTA que significa 

rueda y fue sugerido porque la superficie definida de la cápside 

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

Fig.1.- Partícula viral completa de Rotavirus 

(Shaw, 1994) 

1.2. Características Genómicas 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 cuáles poseen solamente 10 segmentos de 

RNA. (Kapikian, 1988; Dermis L, 1990) Cada una de estos segmentos 

codifica cuando menos para una proteína, figura 2. Este agente esta 

cubierto por una doble cápside protéica, la interna formada por Vl'6 y 

la externa por VP7 y VP4 corno se observa en la figura 2. Las tres 

diferentes especies morfológicas del Rotavirus pueden poseer o no el 

material genómico, denominándose partículas vacías cuando no esta 

5 
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Fig 2 . Representación de los 11 segmentos de RNA; proteínas de la 

doble cápside. (Kapikian, 1990) 

Los patrones de migración de los segmentos de RNA de 

Rotavirus, determinados en geles de poliacrilamida, son de 

importancia no solo en la caracterización biofísica de éstos agentes sino 

también como ensayos epidemiológicos. El término electroforesis se 

usa para describir la migración de una partícula cargada eléctricamente 

cuando esta se somete a un campo eléctrico; (Quezada, 1985) en este 

caso la partícula de interés es el RNA. 



1.3. Proteínas Vírales 

Corno ya se mencionó, este agente viral está cubierto por una 

doble cápside protéica. Las proteínas 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 virión 

maduro contiene seis proteínas estructurales denominadas VP1, VP2, 

VP3, VP4, VP6 y VP7. (Shaw, 1993) Se han determinado todas las 

proteínas codificadas por cada segmento de RNA genómico viral. 

La cápside externa esta constituida por dos proteínas 

estructurales: a) VP7, codificada por los segmentos 7, 8 ó 9 

dependiendo de la cepa viral. (Hussein, 1993; Padilla, 1993) Es una 

proteína glicosilada que se encuentra en el exterior de la partícula viral, 

induce anticuerpos neutralizantes que definen serotipo de las cepas 

virales. Además, esta proteína es responsable de la unión 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 acción de la tripsina 

en VP5 y VPS, lo cuál aumenta la infectividad del virus. VP4 es una 

proteína determinante de virulencia y crecimiento en cultivo celular, y 

parece estar implicada en la unión a la célula blanco y penetración a 

la misma (Shaw,1993; Estes, 1989). Se ha definido su papel como 

proteína inductora de anticuerpos neutralizantes en los últimos años. 

Cuando las partículas pierden las proteínas VP4 y VP7 se convierten 

en partículas de cápside sencilla y contienen solamente VP1, VP2, VP3 

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



viral y es la más abundante en la cápside interna. Es altamente 

antigénica e inmunogénica. Tiene un papel muy importante en la 

estructura de la partícula viral, ya que mantiene la conformación y 

organización del centro. Es la proteína que más frecuentemente se 

utiliza para el diagnóstico de los Rotavirus. (Estos MK , 1989) 

Las proteínas VP3 (98kd), VP2 (102kd) y la VP1 (125kd) se 

encuentran formando la nucleocápside. La proteína VP1 es codificada 

por el segmento 1 del genoma viral en todas las cepas estudiadas hasta 

la fecha. Presenta cierto grado de homología 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 estas proteínas 

y tiene como función 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 proteína estructural de menor peso molecular. 

Las proteínas no estructurales son cinco, denominadas NS53, 

NS35, NS34, NS28 y NS26. 

Algunos investigadores han determinado la NS53 en células 

infectadas, pero no en las partículas virales, debido a que la síntesis de 

este polipéptido en las células infectadas con Rotavirus demuestra que 

es corto el tiempo en que esta proteína es detectables después de la 

infección. Es un producto del segmento 5 del genoma viral. (Labble M, 

1991) 



La NS35 es codificada por uno de los segmentos 7 , 8 ó 9 del 

genoma, dependiendo de la cepa que se trate. Experimentos 

inmunocitológicos utilizando anticuerpos monoclonales específicos, 

han localizado esta proteína en el viroplasma de las células infectadas. 

(13ass,1990) 

La proteína NS34 es una proteína ácida, ha sido detectada 

mediante técnicas de Western blot con ácidos nucléicos previamente 

marcados. Su presencia se ha determinado en lisados celulares 

infectados. (Mattion,1992) Esta proteína junto con NS53 y NS35 

presenta actividad de unión al RNA y son componentes intermediarios 

en la replicación del virus (Flua, 1994) 

La NS28 es una proteína no estructural con un peso molecular 

aproximadamente de 20 kd y esta glicosilada. Esta proteína se 

encuentra en la membrana del retículo endoplásmico. (Mass, 1990) 

La NS26 es una proteína con un peso molecular de 26 kd. 

Inicialmente fué catalogada como una proteína estructural, ya que en 

una electroforesis migraba con las proteínas estructurales de bajo peso. 

(Estes MK, 1989) 



1.4.Clasificación 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 proteína VP6 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, U, E, F y 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 proteína VP6 en dos subgrupos llamados 1 y 11. 

Subgrupos: la asignación de los subgrupos esta asociado con la 

proteína de la cápside interna VP6. Hasta el momento han sido 

identificado dos subgrupos, 1 y 11, mediante la utilización de 

anticuerpos monoclonales dirigidos a esta proteína. (Ward, 1991) 

Serotipos: Como ya se mencionó, las proteínas de la cápside 

interna VP7 y VP4 inducen anticuerpos neutralizantes que definen el 

serotipo de las cepas virales. (Soler,1994; Flores,1990) La neutralización 

específica de VP7 se refiere a los serotipos G (se le asignó la letra G en 



relación a la Glicoproteína) y la de VP4 se refiere a los serotipos 1' (por 

ser una proteína sensible a las proteasas). A la fecha se conocen 14 

serotipos G y 12 serotipos P entre los Rotavirus mamíferos y de las 

aves. (Yoshiyu, 1993; López, 1993) Se han identificado 9 Serotipos G y 7 

Serotipos P en humanos; los serotipos que comúnmente están 

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 últimos años se ha estudiado la gran 

importancia que presenta la proteína VP4 en cuanto a la clasificación 

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 II y los 

serotipos 2 y 8 al subgrupo I. De los últimos tres serotipos, 12-14, poco 

se conoce en cuanto a su epidemiología ya que han sido de reciente 

identificación. (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 más grande que los 

segmentos de los patrones "largos" y presenta una menor migración. 

Recientemente se ha reportado la presencia de patrones "super cortos' 
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1 3,302 

2 2,687 
3 2,591 

4 2,362 

5 1,581 
6 1,356 

7 
8 1,059 
9 1,062 

10 850aprox. 

11 700aprox 

con una migración menor a los "cortos" y patrones "super largos" con 

una migración mayor a los "largos". Existe una relación entre subgrupo 

y electroferotipo, los Rotavirus que presentan patrón electroforético 

"corto" estan relacionados con los Rotavirus del subgrupo I, y los que 

presentan patrón electroforético "largo" con los del subgrupo II. Tabla 

1. Reportes en la literatura mencionan que lo anterior no siempre se 

presenta ya que se han encontrado cepas virales de serotipo 2 

correspondientes al subgrupo I que presentan patrón electroforético 

"largo". (Ward, 1991; Taniguchi, 1992; Noel, 1991; I3ingnan, 1991) 

Figura 3. Patrones Electorforéticos de Rotavirus 11 segmetos de RNA 

viral (Estes,1.989; Kapikian, 1990) 
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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 esporádicamente como causante de diarrea en niños, y los 4 

restantes no han sido encontrados en humanos. (Soler, 1994; Puerto-

Solis, 1993) 

Tabla 1. Clasificación de los Rotavirus Humanos (Soler, 1994) 

1.5. Patogenia y Sintornatología 

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

voluntarios demostraron claramente que la administración oral de 

muestra fecal positiva a Rotavirus provoca una enfermedad diarréica. 

La rápida aparición de anticuerpos en los primeros años de vida en 

todas las poblaciones estudiadas permite sugerir que Rotavirus 



también puede transmitirse por vía respiratoria, sin embargo, no 

existen evidencias experimentales que fundamentan lo anterior. 

(Kapikian, 1988) 

Mediante estudios clínicos, se ha estimado que la enfermedad 

diarréica provocada por Rotavirus presenta un período de incubación 

menor a las 48 hrs, (Kapikian, 1988) 

Estudios limitados en biopsias de intestino delgado de niños 

hospitalizados con infección por Rotavirus han mostrado acortamiento 

en las vellosidades intestinales, desprendimiento prematuro e 

infiltración de células mononucleares en lámina propia, distención de 

las cisternas del retículo endoplásmico, agrandamiento de las 

mitocondrias. Estas alteraciones se producen en zonas que quedan 

intercaladas con áreas de mucosa normal. Las células desprendidas son 

reemplazadas por otras inmaduras provenientes de las criptas que en 

lugar de tener funciones de absorción como los enterocitos maduros de 

las vellosidades, son de tipo secretor lo que sumado a una disminución 

del área total de absorción a causa del acortamiento de las 

vellosidades, ocasiona una diarrea profusa (Kapikian, 1988; Kapikian, 

1990; Estes, 1989) 

Todas las enteritis virales tienen en común tres síntomas: 

náusea, vómito y diarrea. Esta última se caracteriza por 

evacuacuaciones líquidas y abundantes, que contienen cantidades 

crecientes de electrolitos principalmente NaF Nay 	(Kapikian,1988) 



La sintomatología esta directamente relacionada con la edad del 

paciente, los niños menores de 3 meses y tos adultos se infectan pero 

frecuentemente esas infecciones son asintomáticas o muy leves. Los 

síntomas más graves se presentan en niños de 6 a 24 meses, hacíendose 

más leve conforme el niño presenta mayor edad. 

1.6. Métodos de Diagnóstico para Rotavirus 

Las manifestaciones clínicas por sí mismas no son suficientes 

para llegar a un diagnóstico etiológico de gastroenteritis por Rotavirus, 

ya que éstas son semejantes a las presentadas por las infecciones 

bacterianas. Por lo tanto se requiere de técnicas de diagnóstico 

adecuadas (Puerto-Solis, 1993). Existen diversos métodos que pueden 

emplearse para realizar el diagnóstico de Rotavirus, actualmente se 

utilizan las siguientes: 

1.6.1. Microscopía Electrónica (ME) 

Cuando se dispone de un microscopio electrónico su empleo 

para el diagnóstico de Rotavirus resulta un método rápido y eficiente. 

En general es de gran utilidad en casos en que no se tenga un alto 

número de muestras, y nos permite diagnosticar brotes en tiempos 

muy cortos. La eficiencia de la ME se basa en que se encuentran de 107  

a 109  partículas virales por ml de heces, lo que implica gran facilidad 

para la observación microscópica. Además, la morfología de estos 

virus es muy característica (fig.4), finalmente, tiene la ventaja de que se 

pueden detectar otros virus simultáneamente. (Kapikian, 1990) 
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Figura 4. Microscopia Electrónica de Rotavirus 

(Kapikian, 1988) 

1.6.21a Inmunomicroscopía Electrónica (IME) 

Es una variante del método anterior pero con el uso de 

anticuerpos que inducen la aglutinación de partículas virales. Se utiliza 

cuando se desea tipificar a los Rotavirus pero es indispensable 

disponer de los anticuerpos monoclonales específicos 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 diagnóstico de Rotavirus 

en muestras de heces. Consiste en colocar una muestra de extracción 

de RNA viral en un bloque de gel de poliacrilamida y después de 

someterla al paso de corriente, detectar la migración de los 11 

segmentos de RNA viral que se encuentran en las partículas virales. 

(Herring„ 1982) El patrón de migración es específico, 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 mínimo de equipo especial. 

Esta técnica se ha llamado ROTAFORESIS. (Espejo ,1978) 

1.6.4. Ensayos Inmunoenzimáticos (ELISA) 

Se basa en la detección de antígeno viral específico empleando 

inmunoensayos, se reporta buena sensibilidad y especificidad. 

(Alvarez, 1982) Comercialmente se encuentran disponibles los ELISA 

para el Rotavirus del grupo A utilizando anticuerpos monoclonales 

específicos 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 epidemiológicos o de control de poblaciones vacunadas. 

(Dako, 1982) 
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1.6.5. Aglutinación en Látex 

Es una prueba cualitativa para la detección directa de antígeno 

de Rotavirus en muestras fecales humanas, esto permite la detección 

de los cuatro serotipos (14) en un tiempo de 10 minutos En este 

procedimiento se aplica el principio de aglutinación en látex, estas 

partículas son mezcladas con una suspensión fecal diluida; cuando la 

suspensión fecal contiene antígeno de Rotavirus ocurre una reacción 

de aglutinación macroscópicamente visible. (Ruiz, 1995) 

1.6.6. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

Esta metodología conocida como PCR por sus siglas en Inglés 

(polymerase chain reaction), permite la rápida amplificación de material 

genético, DNA, (Gouvea, 1993; James, 1991; Nakagomi, 1991) para su 

posterior análisis y se ha convertido en una herramienta indispensable 

tanto en la investigación básica como en el diagnóstico. (Olivera, 1995) 

La técnica de PCR ha tenido un impacto muy grande en el 

diagnóstico y tipificación debido a que tiene gran sensibilidad (puede 

detectar hasta 2 pg de RNA viral), además de que permite tener 

resultados en una cuantas horas. (Gouvea, 1992) 

La tipificación de Rotavirus se realiza mediante una RT-PCR 

(transcripción reversa de RNA a cDNA) a partir de materia fecal 

realizando una extracción de RNA viral (Gouvea, 1993; Chomazynski 

1987) y utilizando oligonucleótidos específicos para grupo (A,13 y C) y 



para serotipo (1-4, 8 y 9) del segemento 9 (6 segmento 8) que codifica 

para VP7. (Gouvea, 1990) 

1.7. Epidemiología 

Rotavirus se ha destacado por ser el agente etiológico viral más 

frecuente en la gastroenteritis aguda en neonatos y niños menores de 2 

años en todas las zonas del mundo en donde esta enfermedad ha sido 

estudiada epidemiológicamente, (Kapikian, 1988) aún en áreas donde 

el cólera es común, estos virus provocan enfermedades diarréicas con 

mayor frecuencia que el cólera. (Chnuns, 1995) 

Aunque la diarrea por Rotavirus se presenta con gran frecuencia 

en países 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 millón de muertes cada año. En los 

Estados Unidos hay 1 minan de casos, 7 mil hospitalizaciones y de 75 a 

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

En países en vías de desarrollo la magnitud de la infección por 

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

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

vigilancia epidemiológica durante 5 años en diferentes entidades del 

país, encontrando a Rotavirus en un 16% del total de la muestras 

analizadas; en Venezuela, se reportó una distribución de los diferentes 

serotipos durante 11 años, siendo el serotipo 2 el más frecuente, 

seguido de los serotipos 1,4 y 3. (White, 1991); en Bangladesh, se 
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analizó la caracterización de Rotavirus del grupo A a lo largo de 1 año, 

reportando 454 (10%) casos positivos a Rotavirus (Ward, 1991); y en 

México, se llevó a cabo un estudio monitoreando a 200 niños desde su 

nacimiento hasta los 2 años de edad, encontrando un 49 % de infección 

por este agente. (Velázquez, 1993) Los estudios anteriores demuestran 

el papel importante que juegan los Rotavirus en países en vías de 

desarrollo. 

Los Rotavirus infectan generalmente en época invernal, 

presentándose así picos de diarrea aguda infantil en los meses fríos de 

cada localidad. (LeBaron,1990; Pereira, 1994; Cook, 1990) 

La estacionalidad es una característica importante en la diarrea 

por Rotavirus. "Gastroenteritis Invernal" y "vómito invernal" fueron los 

nombres de las enfermedades diarréicas antes de que los Rotavirus 

fueran identificados. 

De un total de 34 estudios estacionales sobre la etiología de 

Rotavirus en diferentes partes del mundo, muestran que en países de 

clima templado se presenta un pico de incidencia en el invierno, 

mientras que en países tropicales, no se define una epoca estacional 

donde se encuentre la infección por éste virus, sino que es detectado 

durante todo el año. (Cook, 1990) 

Asimismo, en un estudio reciente de hospitalizaciones por 

diarrea en los Estado Unidos, sugieren que la epidemia anual por 



Rotavirus puede seguir una secuencia regional del oeste hacia el este. 

(LeBaron, 1990) 

La frecuencia de infección con manifestaciones clínicas es baja en 

los niños de 1 a 6 meses de edad, después, aumenta considerablemente 

su frecuencia de 6 meses a 3 años y disminuye de nuevo en los niños 

reinfectados, sin embargo la infección pocas veces llega a producir la 

enfermedad. Tabla 2 
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Tabla 2. Frecuencia de Rotavirus en niños con Gastroenteritis. Datos 

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

La tipificación es una herramienta útil para estudiar las 

características epidemiológicas de los Rotavirus en grandes 

poblaciones y estimar la necesidad de una vttcuna que sea capaz de 

proteger contra todas las cepas. (Woods, 1992) 
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Tabla 3. Distribución de los cuatros serotipos más comunes en los 

cuatro continentes (Noel, 1991; Georges, 1988; Padilla, 1990; Ushijima, 
1994) 

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

ocho países de los cuatro continentes, muestran la distribución de los 
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Cuatro serotipos de mayor incidencia (1-4) y dos de menor (8 y 

9) que infectan humanos, han sido identificados utilizando anticuerpos 

específicos contra la glicoproteína VP7 . 

En la Tabla 3, se muestra la distribución de los serotipos más 

comunes (1-4) en 4 diferentes continentes; en Europa se realizó un 

estudio epidemiológico de los serotipos de Rotavirus Humanos en 

Londres durante un período de 6 años (1984-1990); en Africa se 

tipificaron cepas de niños de Bangui; en América la diversidad de 

serotipos en niños mexicanos (Cd. México y Mérida) con 

gastroenteritis; y en Asia la tipificación de Rotavirus Humanos en una 
área de Tokio. 



serotipos de Rotavirus Humanos, donde se encontró que el 48% fue 

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

Como podemos observar, el serotipo de Rotavirus que infecta 

más frecuentemente a nivel mundial es el serotipo 1, aunque existe la 

hipótesis de que el serotipo puede variar en cada región y año con año. 

1.8. Inmunidad y Tratamiento 

La infección por RVH induce una respuesta inmune homotípica 

y heterotípica que se asocia a protección 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 sintomatología clínica severa. Existe 

información acerca de que la protección contra la diarrea está 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 niño puede 

sufrir más de una infección por Rotavirus desde el nacimiento hasta los 

tres años 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 dependerá en gran parte de la capacidad de la misma para 

estimular anticuerpos intestinales de tipo IgA así como otras formas de 



inmunidad local. Por esta razón, la mayoría 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 clínicas. (Santosham M.,1991 ;Ward, 

1990) Otras dos vacunas, obtenidas por ingeniería genética 

combinando Rotavirus humano-bovino (WC179-9) y humano-Rhesus, 

en las cuáles se incorporó la proteína de superficie de Rotavirus 

humano en el virus animal correspondiente, se están probando en Perú 

y en los Estados Unidos. (Clark 1-1F,1990 ; Wright ,1991) La M37 es una 

vacuna con virus atenuados pertenecientes al serotipo 1 y que 

muestran reacción cruzada con otros serotipos de Rotavirus humano. 

(Midthun K. ,1991) Esta vacuna es buena candidata para ser utilizada 

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

TRATAMIENTO. No hay tratamientos específicos para las 

gastroenteritis virales, la identificación de los agentes involucrados, 

que puede realizarse rápidamente, evita el tratamiento antimicrobiano 

con antibióticos. 

La forma de tratar las diarreas agudas por Rotavirus es 

reemplazando líquido y electrolitos por vía oral y en caso de 

intolerancia oral la vía de administración debe de ser intravenosa. Se 

debe continuar con la alimentación en forma normal y no indicar el 

ayuno. 



Se ha utilizado un inhibidor de proteasas corno un tratamiento 

profiláctico de la diarrea aguda causada por Rotavirus, el BABIM, que 

es un compuesto que bloquea los sitios de corte donde actea la tripsina 

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



Determinación de los Rotavirus Humanos del grupo A (RVH) y 

correlacionar los diferentes tipos de electroferotipos ( patrón "corto" y 

patrón "largo"); subgrupos y serotipos. 

Tipificación de las cepas vírales mediante la Reacción en Cadena 

de la Polimerasa (PCR) con oligonucleótidos específicos de serotipo 

(1,2,3,4,) 
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2.- OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GENERAL 

Estudiar la correlación de grupo, subgrupo, electroferotipo y 

serotipo de Rotavirus de una población infantil menor de tres años 

admitidos por diarrea aguda y deshidratación en un Hospital 

Pediátrico de la Cd. de Morelia, Mich. 

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES 

Diagnóstico de Rotavirus por la técnica de Rotaforesis a partir de 

muestra fecal. 



3.- JUSTIFICACION 

En la última década, se han considerado a los Rotavirus los 

principales agentes virales productores de diarrea aguda con 

deshidratación severa en niños menores de tres años de edad en todo 

el mundo. Estos virus son una causa importante de morbilidad infantil 

en ciudades desarrolladas y de mortalidad en los países en vías de 

desarrollo. 

Los estudios epidemiológicos para determinar la frecuencia de la 

gastroenteritis aguda por Rotavirus muestran la elevada asociación 

que tienen estos virus con hospitalizaciones y muertes pediátricas. No 

obstante la información sobre la infección por Rotavirus en nuestro 

país se encuentra limitada. 

El conocimiento acerca de estos virus ha aumentado 

considerablemente en las áreas de Biología Molecular, Bioquímica, en 

los aspectos clínicos y epidemiológicos, así como también en la 

prevención. Estos avances han permitido destacar la importancia que 

los Rotavirus tienen en la salúd pública. 
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4.- MATERIAL Y METODOS 

4.1. Diagrama de flujo 

Materia Fecal 

Rotaforesis 

POlitivos a Rotavirus 

ELISA para  grupo A  

(50 muestras) 

paragrupo"  
erotipos 1-4 
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Pipetas Pasteur 

Tubos de ensaye 12 x 75 

Guantes desechables 

Pipetas de 1, 2, 5, 10 mL 
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4,2. Material 

4.2.1. Material Biológico 

346 muestras de materia fecal provenientes del Hospital Infantil de 

Morelia, Mich. "Eva Sámano de López Mateos". 

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

Rotavirus) 

4.2.3 Equipo 

Centrífuga Clínica 

Vortex GENIE-2 VWR 

Cámara Horizontal para electroforesis 

Lector de ELISA Dynatech L. MR 5000/7000 

Termociclador Perkin-Elmer 

Transiluminador UV Ultra-Lum UVB-20 

Microcentrifuga I-IERMLE Z-252 

Cámara de electroforesis MINI PROTEAN-II BIORAD 

Fuente Poder 200/2.00 BIORAD 

4,2.2. Material de Laboratorio 



Vidrios (7.5 x 6.5 cm.) 

Separadores de tefón 

Peines de teflón 

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 

Cristalería común de Laboratorio 

4.2.4 Reactivos 

Sol. A 5X (Solución de lisis) 

Sol. B (Fenol) 

Sol. C 10X (Xilene cianol) 

Sol. D 10X (Glicina) 

Sol. E 10X (Etanol,Formaldehído) 

Sol. F 100X (Nitrato de plata) 

Sol. G 125X (Formaldehído) 

Solución Salina Fisiológica 

Acido acético 

Cloroformo 

Agarosa 1% 

Sol de Monómeros (Acrilamida ,Bis-acrilamida) 

Tris pH 8.8 

Persulfato de amonío 2% 

Tetrametilenendiamina (TEMED) 



Etanol 

Alcohol isopropílico 

Isotiocianato de guanidina 

Oligonucleótidos específicos de grupo (Beg 9 y End 9) y serotipo 

Taq. polimerasa 

Transcriptasa Reversa 

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

RNA sin 

Buffer para PCR 10X 

Dimetil-sulfóxido (DMSO) 

1 Kit de diagnóstico IDEA ROTAVIRUS DAKO para ELISA 

4.3. Métodos 

4.3.1. Rotaforesis . 

Rotaforesis es un kit de diagnóstico desarrollado por el Dr. 

Espejo y col. (1982) en el cuál se lleva a cabo la detección directa de 

RNA viral a partir de materia fecal, mediante un corrimiento 

electroforético en geles de poliacrilamida y posterior tinción de plata. 

4.3.11 Extracción de RNA, viral a partir de 
materia fecal. 

Para realizar la extracción del RNA viral se colocaron 0.2 gr de la 

muestra en 300u1 de Solución Salina Fisiológica (de consistencia sólida) 

y mezcló con vortex. Se centrifugó a 5 000 rpm durante 15 minutos se 
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separó el sobrenadante. (si las muestras fueron diarréicas se ocuparon 

directamente). 

Se colocaron 300 µI de la muestra (sobrenadante) y se añadieron 

300 µI de la sol. "A", 300 ul de sol. "B"y 300 µI de cloroformo, se mezcló 

en un agitador vortex. Posteriormente se centrifugó a 7500 rpm 

durante 15 minutos. Finalmente se tomó el sobrenadante (parte 

superior, sin traerse la fase inferior) y se pasó a otro tubo . Se almacenó 

a 4°C. hasta su uso. 

4.3.1.2. Preparación 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 teflón y el peine entre los vidrios; para sellar las 

orillas de los vidrios se utilizó agarosa y se colocó 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 µI de Persulfato de Amonio al 2 %. y 10 µ1 de TEMED. 

Se mezcló suavemente y posteriormente se procedió a llenar el 

espacio que hay entre los vidrios esperando a que se gelificara. Una 

vez que se polimerizó la solución, se retiró 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 quedó listo el gel para poder 

colocar la muestra dentro de los pozos. 

4.3.1.3. Electroforesis 

Antes de realizar la electroforesis se fundió la sol. "C" en baño de 

agua hirviente o en un horno de microondas. En un tubo limpio, se 

colocaron 80 ul del sobrenadante obtenido en la extracción 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 depositó el gel en la cámara de electroforesis, de tal manera que los 

pozos quedaran hacia el polo negativo la cámara. (Marcando la 

ubicación del primer carril). Posteriormente se colocaron 250 ml de sol. 

"D" a la cámara; el gel quedó totalmente cubierto con la sol. "D", 

finalmente se conectaron los electródos a la fuente de poder, se corrió a 

40 V hasta que entró la muestra y continuó la electroforesis a 60 V por 

2 horas aprox. hasta que todo el colorante (Sol. "C") salió del gel. 

4.3.1.4, Tinción de geles de poliacrilamida 

Después de realizarse la electroforesis, se retiró el gel de los 

vidrios, se hizó un corte pequeño en la parte inferior del primer carril y 

se colocó el gel en la sol. "E" durante 30 minutos, posteriormente se 

retiró la sol. "E" y se adicionó la sol. "F" durante 30 minutos. Se retiró la 

solución anterior y se hicieron dos lavados rápidamente con agua 



destilada estéril. Finalmente se adicionó la sol. "G" y se agitó levemente 

hasta que se observaron las bandas en el carril de la muestra control 

positivo (primer pozo). Se retiró la solución anterior y se paró la 

reacción con una sol, de ácido 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 metodología fueron las mismas, solo que en esta 

técnica se utilizó una cámara de electroforésis vertical (MORAD). 

4.3.3. ELISA 

Se utilizó un ensayo inmunoenzimático de tipo sandwich 

Rotavirus DAKO) para la detección de Rotavirus del grupo A 

en materia fecal de humanos. 

El kit de diagnóstico IDEATm Rotavirus utiliza anticuerpos 

policlonales en una fase sólida para detectar el antígeno específico de 

grupo presente en los Rotavirus del grupo A. Los pozos de las 

microplacas estan impregnados del anticuerpo policlonal específico 

para rotavirus, la suspensión de materia fecal o la muestra control se 

agregan a la microplaca y se incuban simultaneamente con el 

anticuerpo policlonal específico a rotavirus conjugado con peroxidasa. 

El antígeno de rotavirus presente en la muestra es atrapado entre los 

anticuerpos de la fase sólida y los conjugados con la enzima. Después 
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de un tiempo de incubación a T° ambiente, se lavan las microplacas. 

Se agreaga un cromógeno el cuál reacciona con el conjugado y se 

desarrolla una coloración que nos indica la presencia del rotavirus. 

4.3.3.1. Preparación de la muestra 

Para la preparación de la muestra se agregó 1 ml del diluyente y 

se preparó una suspensión al 10 % de la materia fecal, se mezcló y se 

dejó 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 rnicroplacas y se adiconaron 2 gotas del conjugado, posteriormente 

se incubaron 1 hr a T° ambiente y luego se lavó 5 veces con agua 

destilada estéril, después se agregó 1 gota de sustrato parte A y 1 gota 

de sustrato parte 13 y se incubó 10 minutos a T° ambiente, Para detener 

la reacción se adicionó 1 gota de 1-12504. Finalmente se realizó la lectura 

de absorbancia a 450 nm en un lector de ELISA. 

4.3.4. Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(RT-PCR) 

Esta metodología se realizó en el Instituto Nacional de Nutrición. 

La cuál consiste en la amplificación de secuencias específicas de Grupo 

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

presencia de Transcriptasa Reversa (R'1'-PCR). 
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1 min a 72° C; 

4.3.4,1. Extracción de RNA viral a partir de 

materia fecal 

Para la extracción de RNA viral para PCR se colocaron 300 bit de 

materia fecal en un tubo Eppendorf, se adicionaron 200 1.d de solución 

de lisis (sol.A). Se centrifugó, se pasó el sobrenadante a otro tubo, se 

adicionó isotiocianato de guanidina, fenol y cloroformo, 

posteriormente se precipitó con alcohol isopropílico a -20°C, se decantó 

y almacenó a - 20°C hasta su uso. 

4.3.4.2. Primera Amplificación RNA-cDNA 

(Determinación de Grupo A) 

Para la primera amplificación se preparó una mezcla de reacción 

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 oligonucleótidos Beg-9 y End-9 junto con 3 µI de DMSO y 5 µI 

de RNA extraído y se incubó la muestra a 95 °C/5 minutos. 

Posteriormente se enfrió en etanol al 70% a -20°C/5 minutos 

rápidamente, luego se adicionaron al tubo 42 µI de la mezcla de 

reacción, dos gotas aceite mineral y se colocaron los tubos en el 

termociclador con el siguiente programa : 

20 min a 50°C 

35 ciclos de: 	1 mm a 94° C 2 min a 42° C 

7 mima 72°C y se pasó a 4°C. 
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4.3.4.3. Segunda Amplificación cDNA-DNA 
(Determinación de Serotipo) 

En la segunda amplificación se preparó una mezcla de reacción 

con buffer 10 X, dNTPs, agua y Taq polimerasa; conservando en hielo 

hasta su uso. Se colocaron los oligonucleótidos: aBT1, aCT2, aET3, 

aDT4, aAT8 y aFf9 junto con RVG9 y 5 µI de producto de la primera 

amplificación (cDNA). Porteriormente se adicionaron al tubo 48 µI de 

la mezcla de reacción, 2 gotas de aceite mineral y se colocaron los tubos 

en el termociclador con el siguiente programa: 

35 ciclos de: 	1 min a 94° C 2 min a 42° C 	1 min a 72° C: 

7 min a 72°C y se pasó a 4°C 

4.3.4.4. Observación de los Productos 
Amplificados en geles de Agarosa al 2% 

Para verificar la presencia de los productos amplificados se 

preparó un gel de agarosa al 2 % que contenía 0.5 lig por ml de 

Bromuro de etidio. Se colocaron 10 Id del producto amplificado al gel y 

se corrió una electroforesis a 120 V durante 1 hr. Finalmente se observó 

el gel en un transiluminador y se tomó fotografía del mismo para la 

observación de los diferentes productos amplificados correspondientes 

a cada uno de los oligonucleótidos serotipo específico, tabla .1 \ y 

figura 4.1 
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SIROTIPOS 

fx Cpo A 1 
	

2 	3 	4 	8 	9 

1323 
10/0 
872 

603 

310 
201 
231 

1603 Beg 9.2.3•0 

016 A10 
049 1111 
622Cia 
201 1314 

374 X13 

306 019 

Figura 4.1 Productos de PCR amplificados (Guovea, 1990) 

Tabla 4.1 Tipificación de Rotavirus Humano del Grupo A por PCR 
(Gouvea, 1990) 
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5.-RESULTADOS 

De un total de 346 muestras clínicas obtenidas del Hospital 

Infantil "Eva Sámano de López Mateos" procesadas a lo largo de un 

año Enero 1994-Enero1995, fué posible determinar la presencia de 

Rotavirus por la técnica de Rotaforesis, la_cuál 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. 1 y gráfica 5.1 

El análisis de electroferotipos mediante la técnica de PAGE, 

demostró 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 gráfiéa 5.2. Por 

otra parte fué posible determinar en este estudio la presencia de 

electroferotipos "super cortos" y "super largos". (figura 5.3) Así mismo 

observamos una gran diversidad de electroferotipos durante el período 

de estudio mostrando diferencia en la migración de los segmentos de 

RNA viral en los bloques 1-4. 

La determinación de Grupo A de RVH se realizó 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 gráfica 5.3 
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La Tipificación de Grupo A y Sero tipos se realizó 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 pudieron ser tipificadas. 

Tabla 5.4 y gráfica 5.4 

Para determinar el período estacional se realizó el análisis de los 

casos positivos a Rotavirus durante todo el año, observándose una 

mayor incidencia en los meses invernales (Noviembre-Febrero) y 

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

El grupo de edad más afectado en la infección 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 gráfica 5.6 

Los resultados obtenidos en este estudio pertenecen al programa 

de Encuestas Centinela de Diarreas de la Secretaría de Salubridad, 

realizado en el Laboratrio de Rotavirus del INDRE. De estas encuestas 

fué posible destacar las manifestaciones clínicas más frecuentes en la 

infección por este agente viral. 

La manifestación clínica que presentó una mayor asociación a 

esta infección fué la diarrea líquida (64%), con moco (32%) y sangre 

(2%). Grafica 5.7 



Por otra parte la presencia de vómito (80%) se registró como la 

segunda manifestación clínica más frecuente, seguida de la 

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

Cabe mencionar que en este estudio fué posible registrar el 

número de evacuaciones por día, siendo más frecuente entre 5 y 20. Es 

de interés señalar, que en algunos casos postivos a Rotavirus fué 

posible determinar la asociación con otros agentes enteropatógenos: E. 

coli, Shigella, Salmonella, Klebsiella. 
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Tabla 51 Muestras clínicas analizadas para el diagnóstico de 

Rotavirus por Rotaforesis (Enero 1994 - Enero 1995) 

ts 

Gráfica 5.1, Determinación de la infección por Rotavirus por 

Rotaforesis (Enero 1994 - Enero 1995) 
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TOTAL DE 

MUESTRAS 

POSITIVAS 

PATRON LARGO PATRON CORTO 

148 129 19 

100 %  87.1 % 12.8 % 

Tabla 5,2. Análisis de patrón electroforético "largo" y patrón 

electroforético "corto" por PAGE al 10 % a partir de las positivas a 

Rotavirus 

Gráfica 5.2. Análisis de electroferotipos durante el período estudiado 

(Enero 1994 - Enero 1995) 
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TOTAL 	 Opa A 	No Determinadas 

MUESTRAS 

ANALIZADAS 

TOTALES 

POSITIVO 

GRUPO A 

NO DETERMINADAS 

54 51 3 

100%  94.4% 5.6% 

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

VP6) 

Gráfica 5.3. Análisis de muestras positivas a Rotavirus para Grupo A 

por ELISA (AcMo - VP6) 



Serotipo 

Total de 

muestras 

1 2 

29 

19.5 

3 

tipificadas 

Total 

148 

100 

Gráfica 5.4. Análisis de los diferentes serotipos por PCR comprendidos 

en el período de estudio 

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

Rotavirus 



ENERO 37 1994 

FEBRERO 12 1994 

MARZO 4 1994 

ABRIL 1994 

MAYO 1994 

JUNIO 2 1994 

JULIO 3 1994 

AGOSTO 2 1994 

SEPTIEMBRE 2 1994 

OCTUBRE 1994 

DICIEMBRE 994 38 

AÑO CASOS POSITIVOS 

ENERO 1995 

MES 

NOVIEMBRE 4 20 

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

de 1994 a Enero de 1995 
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Gráfica 5.5. Estac:ionalidad de la infección por Rotavirus de Enero de 1994 a Enero de 1995 
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Tabla 5.6. Análisis de los diferentes grupos de edad de los casos 

positivos a Rotavirus 
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Gráfica 5.6. Grupos de edad más afectados en la infección por 

Rotavirus 
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Gráfica 6,7 Diarrea aguda 
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Figura 5.1. Gel de poliacrilamida al 10 % teñido con 
AgNO3. Carril 1-4, 7-9 muestras positivas a Rotavirus. Carril 5 
y 6 muestras negativas a Rotavirus 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Figura 5.2. Gel de poliacrilamida al 10 % teñido con AgNO3. 
Determinación de patrones electroforéticos. Carriles 1-10 
patrones elctroforéticos "largos" 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Figura 5.3. Gel de poliacrilamida al 10 % teñido con AgNO3. 
Diversidad de Electroferotipos. Existe gran diversidad en la 
migración de los segmentos de RNA en los cuatro bloques, princ 	

2 
ipalmente en el bloque 3, Carriles 1,3 y 6-10 patrones 

carril 5 patrón " 
"largos"; carril patrón "corto"; carril 4 patrón "super largo"; 

super corto" 



125 tb 

2.136 OVER 2.224 2.006 1,824 1.258 2.008 

'2.179 OVER OVER 0.649 1.532 0.452 2,245 

2.303 OVER OVER 2,320 OVER 1.611 2.195 

1,195 OVER 2.417 1.107 2.024 2.067 1.876 

1.479 OVER OVER 1.292 OVER OVER 1.579 

2.403 1.717 2.401 1.531 0,925 OVER 1,727 

Ci 1.451 2.028 OVER 0,347 0.976 1.690 1.285 

1.696 2.092 1,710 1,860 OVER 1,944 1.779 

Lectura de corte: 
abs muestra - abs control negativo 
abs control negativo 

 

igual o menor a 1 
negativo a Rotavirus 

 

Figura 5.4. Determinación 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. 

53 
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Pb 

374 

Pb 

1353 
1078 
872 

603 

310 

Figura 5.5. Gel de agarosa teñido con Bromuro de etidio. 
Tipificación de Rotavirus por la técnica de PCR. Carril 8 marcador de 
peso molecular (4174-HaeIll); carril 1 serotipo 3 
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6.- DISCUSION 

Los resultados obtenidos para el diagnóstico de Rotavirus 

mediante la técnica de Rotaforésis, muestran el papel importante que 

juegan estos agentes virales productores de gastroenteritis aguda en 

nuestro país principalmente en época invernal. La incidencia con la 

que se presenta esta infección en otros países es del 30 y 60 %. En este 

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

El análisis de los electroferotipos muestra claramente que el 

patrón electroforético que predominó 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 señalar que durante este estudio fué 

posible observar electroferotipos de patrón "super largo" (figura 53, 

carril 4) y patrón "super corto" (figura 5.3, carril 5). Estos 

electroferotipos pueden conciderarse debido a la presencia de 

rearreglos genéticos entre serotipos diferentes, ó bien entre cepas de 

origen animal y de origen humano, dando lugar posiblemente a 

nuevos serotipos. Estos electroferotipos han sido también reportados 

anteriormente. 

Asimismo, se pudo observar la gran diversidad de 

electroferotipos que consiste en la migración 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 anterior, 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 epidemiológica para conocer los 

tipos de patrones electroforéticos que circulan en una región geográfica 

determinada, condiciones climatológicas 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 Hum.anos (RVH). En el presente trabajo se 

realizó la determinación de los RVH mediante la utlización de la 

técnica de ELISA, donde se emplearon anticuerpos específicos 

dirigidos a la proteína interna VP6. De un total de 54 muestras 

analizadas, 51 (94.4.%) resultaron positivas a Rotavirus que presenta el 

determinante antigénico de VP6 característico de Grupo A. Solamente 

3 (5.6%) muestras no pudieron ser determinadas, lo que pudo deberse 

a que posiblemente las partículas vírales perdieron sus cápsides 

protéicas (VP7, VP4 y VP6) en la mala conservación de las muestras, 

por lo tanto no hubo reacción anígeno-anticuerpo y posterior 

desarrollo de color que nos indicará 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 Grupo diferente 

al A, como son el B o C. 



El análisis de la tipificación por PCR a serotipo de cepas virales 

positivas a Rotavirus, mostró que el serotipo 1 fue el más 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 

(1.7.6%) y 4 (12.8%) respectivamente. No es posible hacer una 

comparación de estos serotipos con otros estudios previos en esta 

localidad, ya que a la fecha no se había determinado la presencia de 

estos agentes virales en el Estado de Michoacán, sin embargo nuestros 

resultados muestran la circulación 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 

cuál no se contó con el oligonucleótido específico para realizar la 

técnica de PCR. La circulación de estos cuatro serotipos puede 

favorecer de manera importante la prevalencia de la infección por 

Rotavirus asegurando la permanencia de este agente en la entidad. 

Diversos estudios epidemiológicos, muestran que el período 

estacional en el cuál se observa una mayor incidencia de infección por 

Rotavirus es durante los meses fríos cuando se habla de una región con 

clima templado como el de la ciudad de Morelia, donde se encontró 

este mismo período estacional durante los meses de noviembre, 

diciembre, enero y febrero, observándose durante estos meses el pico 

de mayor incidencia en la infección 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 año. Cabe mencionar que durante el verano 

57 



la incidencia por infección bacteriana es mayor aún cuando la infección 

por Rotavirus no desaparece completamente. 

Las características clínicas del paciente, muestrtan que el grupo 

de edad más afectado es de 742 meses coincidiendo así con lo que 

marca la literatura. Se determinó presencia de vómito (80%) y de 

temperatura mayor a 38.8°C (70%) indicándonos la severidad de la 

diarrea aguda, ademas de conocer un promedio de evacuaciones por 

día de 5 a 10, que nos muestra la deshidratación severa en la que se 

encuentran los niños al enfrentarse a la infección por Rotavirus. 

Generalmente los niños que presentan gastroenteritis aguda por 

este agente son mayores a los 6 meses y menores a los tres arios, ésto es 

debido a que en las primeras semanas de vida el neonato es alimentado 

por leche materna adquiriendo protección a diferentes agentes 

enteropatógenos. 

En la mayoría 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 microbiológico mostró algunos agentes bacterianos 

asociados con la presencia de Rotavirus aumentando así la severidad 

de la gastroenteritis. Sin embargo es poco común dicha asociación en la 

infección por este agente, pero cuando se presenta aumenta la 

severidad del cuadro agudo. 
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7.- CONCLUSIONES 

La técnica de Rotaforesis es una metodología accesible, de bajo 

costo, con una buena especificidad y sensibilidad que nos permitió 

determinar la presencia de Rotavirus a partir de heces, así como el 

análisis de los electroferotipos, que proporciona datos importantes 

para estudios epidemiológicos. Consideramos que esta técnica es una 

herramienta útil para el diagnóstico de laboratorio y de gran 

importancia en el manejo de infantes con gastroenteritis aguda. 

Por otra parte cabe señalar, que aún cuando existen en el 

mercado reactivos comerciales para la detección de RVH por ELISA, 

son de alto costo, limitando la aplicación de ellos en la rutina del 

diagnóstico, no así en proyectos de investigación. 

Hoy en día, la técnica de PCI: se ha convertido en una 

metodología de gran importancia en la tipificación de cepas virales, 

permitiendo cada vez más la utilización de ésta que la batería 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 partículas virales completas a las que van dirigidas los 

anticuerpos requeridos. 

El objetivo general de este trabajo fué determinar un panorama 

de la infección por Rotavirus del Grupo A en un Hospital Pediátrico de 

Morelia, Mich, correlacionando la clínica, serotipos y electroferotipos 
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de esta región geográfica, debido a que existe poca información 

epidemiológica sobre la gastroenteritis aguda por este agente en 

nuestro país. Consideramos que al finalizar este estudio podernos 

conocer dicho panorama sobre la infección por Rotavirus en la ciudad 

de Morelia, Mich. y aportar información relevante en los esfuerzos 

para la elaboración de una vacuna efectiva en el futuro. 

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

siguienth manera: 

La infección por Rotavirus del Grupo A fue „1-le un 43.14%, 
.17 

predominando la presencia de los patrones electroforácos "largos" y 

del serotipo 1; el período estacional en el que presenta mayor 

incidencia de infección por este agente es en la epoca invernal; la 

diarrea provocada por Rotavirus es abrupta, presentándose vómito y 

fiebre leve a más de 38.8° C. 

Por último, consideramos que en pacientes con gastroenteritis 

aguda es de gran importancia la búsqueda de Rotavirus, los cuáles son 

los principales agentes virales productores de diarrea aguda. 
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