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Rotavirus: Proteccion homotipica o heterotipica

después de una infeccion natural.

Introduccion

Epidemiologia

En el mundo entero las enfermedades diarreicas son una causa importante de
morbilidad y mortalidad. Se calcula que cada afio en Asia, Africa y América Latina
hay tres a cinco billones de casos de gastroenteritis y que éstos son responsables
de cinco a 10 millones de muertes (1).

En un estudio reciente, se calcul6 que las enfermedades diarreicas producen 10.8
millones de muertes al afio en el mundo, 13 a 21 % de todas las muertes en nifios
menores de cinco afos. Los grupos con mayor mortalidad son aquellos que tienen
un nivel socioecondémico menor (2). Los rotavirus han sido identificados como los
agentes etiologicos mas importantes de enfermedad diarreica en nifios tanto en
paises en vias de desarrollo como en paises desarrollados (18). Son los
responsables de 440,000 muertes, dos millones de hospitalizaciones, 25 millones
de consultas y 111 millones de episodios domiciliarios al afio en el mundo (2).

En México, en el afio 2000, las infecciones gastrointestinales fueron la cuarta

causa de mortalidad infantil. Durante ese afio fueron responsables de 1,812



muertes infantiles, lo que represento el 4.7 % del total. Es importante mencionar
gue el numero de muertes por infecciones gastrointestinales en México ha
disminuido en los Ultimos afios, a pesar de esto sigue siendo una causa
importante de morbilidad y mortalidad (Tabla 1) (3). Estudios previos han mostrado
gue esta reduccion se debe a mejorias en la higiene y sanidad ambiental, al uso
de rehidratacion oral, a la inmunizacién para sarampién y a un mejor nivel de
instruccion en las mujeres (4, 5). Sin embargo, estas practicas han tenido un
impacto minimo en la disminucién de las infecciones gastrointestinales producidas
por rotavirus, a diferencia de las producidas por otros agentes. La reduccién en la
mortalidad se debe en gran parte a las practicas de rehidratacion oral. Estas
practicas son efectivas para prevenir las muertes por deshidrataciéon, sin embargo
la rehidratacion oral no es un mecanismo para la prevencion primaria de la
enfermedad asociada a rotavirus (6).

En México entre 1970 y 1990 ocurrian mas muertes atribuibles a enfermedades
diarreicas durante el verano, desde 1990 estas muertes han tenido una
distribucion mas uniforme durante el afio. Algunos estudios han encontrado mayor
proporcién de muertes durante el invierno, lo cual se ha atribuido al aumento en la
prevalencia de infeccidn por rotavirus (7). En un estudio epidemioldgico realizado
en México y publicado en 1999, se encontré que hay una mayor proporcion de
muertes asociadas a enfermedades diarreicas en invierno (8). Lo anterior sugiere
gue rotavirus se esta convirtiendo en el agente etiolégico mas importante de las
enfermedades diarreicas en nuestro pais, como ya lo es de otros paises. A pesar
de que la mortalidad asociada a diarrea ha disminuido, es fundamental

implementar medidas que especificamente prevengan la infeccion o que



disminuyan la severidad de la diarrea cuando ocurre una infeccion por rotavirus.
Como se mencion6 anteriormente, muchas de las medidas que disminuyen la
incidencia de otros agentes que producen enfermedades diarreicas, no son tan
efectivas con rotavirus. Desde hace varios afios los esfuerzos han estado

orientados al desarrollo de una vacuna efectiva.

Rotavirus

Diferentes virus, incluyendo a los calicivirus, adenovirus, el virus Norwalk, los
astrovirus y otros virus redondos pequefos no clasificados, se asocian a
enfermedades diarreicas. Desde los afios 40, se ha sospechado que los virus son
agentes etiologicos importantes de enfermedades diarreicas, sin embargo en la
mayoria de los casos no se podian identificar ( 9, 10). No fue hasta 1972 cuando
Kapikian et al. identificaron en heces, un virus (virus Norwalk) como causa de un
brote de diarrea (11). Un afio después, Bishop et al. detectaron la presencia de un
virus, llamado después rotavirus, en la mucosa duodenal de nifios con enfermedad
diarreica (12). En 1975 fueron identificados los astrovirus y los adenovirus
entéricos en heces de nifios con diarrea aguda (13, 14). Desde entonces, el
namero de virus que se ha asociado a enfermedades diarreicas ha aumentado.
Asi, los coronavirus, los picobirnavirus, los pestivirus y los torovirus (que producen
diarrea en animales) estan emergiendo como causa de gastroenteritis viral en

seres humanos (15).



Desde la identificacién de los rotavirus como patégenos humanos en 1973, éstos
se han convertido en la causa mas importante de gastroenteritis infecciosa en
nifios, tanto en paises en vias de desarrollo como en paises desarrollados (16, 17,
7).

Los rotavirus pertenecen a la familia Reoviridae. Por microscopia electrénica, los
virus miden cerca de 70 NM. Se les llamé rotavirus por que parecen ruedas (el
“rota” se deriva de la palabra latina para nombrar la rueda) con rayos cortos que
se irradian de un cubo central ancho. El genoma viral consiste en 11 segmentos
separados, de RNA de doble cadena. Los rotavirus no tienen envoltura, tienen una
doble capside externa y un nucleo “core” que contiene el genoma. La capside
externa esta formada por dos proteinas, la proteina VP4 y VP7. VP4 es una
proteina de 88-kD, es una hemaglutina, tiene unas proyecciones externas en
forma de picos y representa aproximadamente el 2.5 % de la masa total del virus.
VP7 es una glucoproteina de 37-kD y representa aproximadamente el 30 % de la
masa total del virus. Cuatro proteinas (vpl, vp2, vp3 y vp6) forman el nucleo del
virus, vp6 representa el 50 % de la masa viral total y el 80% de la masa viral del
nacleo. Cinco proteinas no estructurales (NSP1 a NSP5) estan codificadas en el
genoma viral y se producen durante la infeccidén por rotavirus (18).

Hay tres grupos de rotavirus que causan infeccion en el humano (A, By C). Estos
grupos se pueden distinguir en base a diferencias antigénicas en el nacleo del
virus y a diferencias que presentan en la migracién de segmentos de RNA. A
pesar de que los rotavirus pertenecientes al grupo B y C producen enfermedad en
nifios y en adultos, la mayoria son producidas por rotavirus del grupo A (19, 20,

21). A su vez, los rotavirus del grupo A se clasifican, en especificidad, de acuerdo



a un subgrupo, el cual esta mediado por VP6. La mayoria de las cepas pertenecen
al subgrupo I 6 11, aunque algunos aislados tienen especificidad para ambos
grupos y otros no pertenecen a estos subgrupos (22). Las proteinas de la capside
externa son las responsables de la serotipificacion del virus, la proteina VP4
corresponde al serotipo P, y la proteina VP7 al serotipo G. Estas proteinas se
encuentran codificadas en diferentes segmentos de RNA , VP4 en el segmento 4 y
VP7 en el segmento 7, 8 6 9 dependiendo de la cepa (23). Por el método de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se pueden amplificar estos segmentos
de RNA y obtener los genotipos correspondientes (24). Los genotipos mas
comunes en el mundo son G1P[8], G2P[4], G3P[8] y G4P[8].

La infeccion por rotavirus induce anticuerpos tanto séricos como intestinales, esto
confiere proteccion contra diarrea severa en nifios que se reinfectan (25, 26, 27).
Los anticuerpos que se producen estan dirigidos contra una gran variedad de
antigenos de rotavirus. VP4 y VP7 inducen anticuerpos neutralizantes en el suero
y en las heces de pacientes infectados, estos anticuerpos intervienen en la
proteccion contra infecciones subsecuentes por rotavirus (28, 29, 30, 31). A pesar
de que la mayoria de las infecciones por rotavirus (95%) son producidas por los
serotipos comunes mencionados anteriormente, tanto el serotipo G como el
serotipo P tienen una amplia diversidad. Se han descrito 14 serotipos G, diez de
los cuales han sido aislados de humanos y 20 serotipos P, de los cuales 11 han
sido aislados en humanos (32). Se han reportado en humanos algunas cepas de

rotavirus con combinaciones de genotipos poco comunes, algunas de éstas se



asocian con infecciones en animales y otras, como G9, representan serotipos

nuevos que se han ido incrementando rapidamente en el mundo (33, 34, 35).

Patogénesis

Rotavirus infecta los enterocitos maduros de las vellosidades del intestino delgado
y la infeccidn parece estar limitada a estas células altamente diferenciadas, en
huéspedes inmunocompetentes. Rotavirus generalmente produce una enfermedad
diarreica aguda que puede ser severa y poner en peligro la vida. La enfermedad
en general se resuelve entre dos a cinco dias después de la infeccion. En
humanos la infeccién por rotavirus se presenta de forma repetida durante toda la
vida. La mayoria de las infecciones después de los dos afios de edad son
asintomaticas o se asocian a sintomas gastrointestinales leves. La resistencia a la
infeccidn por rotavirus relacionada a la edad se cree que estd mediada por
inmunidad adquirida. Esta resistencia podria estar relacionada también a otros
factores como la maduracion del intestino (32, 36).

El resultado de la infeccion depende de factores tanto del huésped como del virus
y estos factores afectan diferentes etapas de la patogénesis (Tabla 2) (37).

Los rotavirus producen destruccion de los enterocitos y malabsorcion. Se pueden
encontrar cambios histopatolégicos caracteristicos entre 24 y 46 horas después de
la infeccién (38). La malabsorcion no es el Gnico mecanismo de patogénesis, ya
gue no explica la diarrea temprana que se observa antes de los cambios

histopatolégicos. Ademas se ha observado que algunos animales presentan



diarrea sin tener cambios histopatol6gicos, mientras que otros tienen cambios
histopatoldgicos sin presentar diarrea (39, 40, 41). De acuerdo a lo anterior, no se
ha encontrado una asociacion clara entre los cambios histopatoldgicos y la
enfermedad. Por otro lado se han descrito algunos factores virales que intervienen
en la patogénesis. Entre estos factores se encuentran algunas proteinas
estructurales y otras no estructurales como NSP4, ésta proteina funciona como
una enterotoxina (39, 42, 43). Por otro lado, recientemente se ha descrito que

NSP4 induce anticuerpos heterotipicos en nifios infectados (44).

Proteccion

Infeccién natural:

En 1983, por primera vez se documento que la infeccion natural por rotavirus
induce proteccion contra enfermedad (no contra infeccion), en infecciones
subsecuentes (45). En 1991, David Bernstein y colaboradores realizaron un
estudio en nifios de 2 a 12 meses de edad que fueron seguidos por dos afos.
Encontraron que la proteccion natural podia ser adquirida durante todo el primer
afo y que la proteccion ocurria independientemente de la severidad de la
infeccion. El porcentaje de nifios con reinfeccion sintoméatica después de una
infeccidn sintomatica o asintomatica fue similar (0% y 5% respectivamente) (46).
En 1996 Veldzquez y colaboradores estudiaron 200 nifios mexicanos desde el
nacimiento hasta los dos afios de edad. Al igual que en los estudios previos

encontraron que una primera infeccién, independientemente de la severidad,



conferia proteccién contra una infeccién subsecuente. Una infeccién protegia
contra enfermedad moderada a severa (87% de eficacia) y en menor grado contra
enfermedad leve (73% de eficacia) o reinfeccidén asintomatica (38% de eficacia)
(27). A pesar de que se ha demostrado claramente que hay proteccion después de
una infeccion natural, ésta es incompleta y el grado de proteccién que confieren
las infecciones previas es variable. Los nifios comunmente desarrollan infeccion
sintomatica por rotavirus del mismo serotipo un afio después de la infeccion
primaria. Es poco comun que desarrollen infeccidon sintomética por rotavirus del
mismo serotipo en la misma temporada (47). Lo anterior indica que la proteccién
completa es efimera. Una de las razones puede ser que la concentracion de IgA
especifica que se encuentra en la superficie intestinal disminuye con el paso del
tiempo, generalmente no se detecta en heces un afio después de la infeccion (48).
En un estudio publicado en 1993 se correlacionaron los niveles de IgA con
severidad de la enfermedad y reinfeccion. Los nifios con niveles mas altos de IgA
en heces tuvieron un riesgo menor de infeccion que los que tuvieron niveles mas
bajos y los que tuvieron niveles alin mas bajos, tuvieron mas riesgo de presentar
enfermedad sintomatica (49).

El tipo de proteccion que se presenta en la infeccion por rotavirus es similar a la de
otros virus que afectan mucosas, como el virus de la influenza. La proteccién es
comunmente efimera (menos de un afio) e incompleta (protege contra enfermedad
moderada a severa pero no contra enfermedad leve). Esto contrasta con el tipo de
proteccion completa y duradera que se presenta después de una infeccién con
virus “sistémicos”. Los virus que afectan s6lo mucosas se replican en la superficie

de éstas, los periodos de incubacion son cortos y la viremia no es tan importante.



Por otro lado, los virus que afectan mucosas producen sintomas antes de que se
establezca una respuesta inmunolégica adecuada, por lo que ésta en ocasiones
no previene la enfermedad pero si modifica el curso, como se ha observado con
rotavirus (50).

Se han disefiado algunos estudios para determinar el papel que tienen los
anticuerpos especificos para rotavirus, en comparacién con el papel que tienen los
linfocitos T citotdxicos especificos, en relacion a la proteccidon. En éstos se utilizan
ratones sin células B y ratones sin células T. Se ha observado que aquellos que
no tienen células B no desarrollaron proteccion, mientras que los que no tienen
células T desarrollan proteccion total (51, 52, 53). Por lo tanto la proteccion esta
mediada por anticuerpos y no por linfocitos T citotéxicos especificos para
rotavirus.

Después de una primera infeccion por rotavirus, los nifios desarrollan anticuerpos
neutralizantes dirigidos especificamente contra el serotipo G de la cepa de
rotavirus que infecta y anticuerpos contra cepas de diferente serotipo (54, 55, 56).
Por lo tanto la respuesta con anticuerpos neutralizantes es tanto homotipica como
heterotipica. Sin embargo después de la infeccion los titulos de anticuerpos
homotipicos se encuentran mas elevados.

El papel que juegan los anticuerpos séricos en la infeccion natural por rotavirus ha
sido ampliamente estudiado. Se ha encontrado que los niveles de anticuerpos IgA
e lgG correlacionan con proteccion en mayor o menor medida (57, 58, 59).

El tipo de proteccién (ya sea homotipica o heterotipica) que se produce después
de una infeccién natural también ha sido motivo de multiples estudios. Chiba y

colaboradores en 1986 estudiaron la relacién de anticuerpos neutralizantes en



multiples brotes de gastroenteritis por rotavirus. Encontraron que la presencia de
titulos > 128 de anticuerpos neutralizantes homotipicos preexistentes, protegia a
los nifios para infeccion subsecuente por el mismo serotipo, sin embargo sugieren
que puede inducirse inmunidad heterotipica (60). En otros estudios llevados a
cabo tanto en paises desarrollados como en paises en vias de desarrollo, la
presencia de anticuerpos neutralizantes homotipicos se ha asociado con
proteccion (58, 61). Esta proteccion depende de los niveles de anticuerpos. Por
otro lado Ward y colaboradores en 1992 no demostraron este tipo de proteccion
homotipica en un estudio de casos y controles, pero encontraron correlacion entre
anticuerpos heterotipicos y proteccion (62).

Vacunas:

Se han desarrollado varias vacunas de rotavirus y por lo menos seis han sido
probadas en nifios, incluyendo cepas animales (bovina RIT 4237 y WC3 y Rhesus
RRV), humanas (M37, RV3, y 89-12), y recombinantes animal-humano
(tetravalente rhesus-humano [RRV-TV] y cuadrivalente bovina-humano [WC3-QV])
(63).

Las primeras vacunas fueron desarrolladas a partir de cepas animales, éstas
vacunas eran monovalentes. La eficacia de tales vacunas era sumamente
variable, ya que habia una respuesta predominante homotipica. En un esfuerzo
por inducir una respuesta heterotipica, se desarrollaron vacunas con
combinaciones de virus animales y combinaciones de virus animales-humanos
(64). Las primeras vacunas probadas a principios de los afios 80 fueron vacunas

bovinas monovalentes (RIT 4237 y WC3). Las primeras pruebas se realizaron en



Finlandia, la vacuna parecia efectiva para prevenir tanto enfermedad leve como
enfermedad severa. Después de este éxito inicial, la vacuna se probd en paises
con menor nivel de desarrollo y la efectividad fue mucho menor. La explicacion fue
gue en estos paises los serotipos circulantes eran diferentes y no estaban
incluidos en la vacuna (64, 65, 66).

Después fueron probadas las vacunas rhesus monovalente (RRV) y una humana
atenuada (M37). Estas vacunas parecian prometedoras, sin embargo su
efectividad fue variable entre diferentes paises. Nuevamente esta variabilidad se
atribuyé a la proteccién especifica (homotipica) de la vacuna.

Para aumentar el espectro antigénico, se desarrollaron vacunas polivalentes que
contenian los cuatro serotipos mas frecuentes en el mundo (G1, G2, G3 y G4)
(67). Se cred una vacuna recombinante rhesus-humano que fue efectiva para
prevenir diarrea severa en 80% de las infecciones, proteccion similar a la obtenida
por infecciones naturales. En agosto de 1998 la vacuna rhesus tetravalente (RRV-
TV, RotaShield, Wyeth-Lederle Vaccines and Pediatrics, Philadelphia, PA) fue
aprobada por la FDA para la administracion oral a nifios a los 2, 4 y 6 meses de
edad. Esta es una vacuna de virus vivo atenuado, derivada de un rotavirus del
grupo A. Tres de los serotipos (G1, G2 y G4) son recombinaciones del gen VP7 de
un virus de origen humano y el cuarto (G3) es de virus rhesus. No existen datos
para determinar si la vacuna es efectiva contra serotipos no contenidos en ella (65,
66). Varios estudios en EEUU, Finlandia y Venezuela encontraron que la vacuna
era efectiva (66, 67), sin embargo, otros estudios en Peru y Brasil tuvieron
resultados contradictorios con menor eficacia de la vacuna (68, 69, 70). En julio de

1999 el centro para el control y prevencion de enfermedades (CDC) en los EEUU



recomendo la suspension de la vacuna después de que se presentaron al menos
20 casos de invaginacion intestinal en la semana posterior a la aplicaciéon de la
vacuna. En octubre de 1999 el fabricante decidi6 retirarla del mercado (71, 72).
Desde entonces otras vacunas se han estado desarrollando ya sea monovalentes
(Rotarix®) o polivalentes (ROTATEQ®). En julio de 2004 se aprobd Rotarix® para
su comercializacion en México (73). Rotarix® es una vacuna monovalente de virus
humano que contiene la cepa RIX4414 con especificidad G1P1A P[8]. La vacuna
ha sido bien tolerada y tiene una eficacia hasta del 90% para enfermedad grave,
incluyendo serotipos diferentes a G1 (74). En Japoén se probd una vacuna
parenteral y en corea se han utilizado particulas virales como vacunas, las cuales
en estudios con ratones han probado inducir inmunidad heterotipica (75, 76).

De todos los estudios que se han realizado con vacunas queda claro lo siguiente:
Las tasas de seroconversion se incrementan en los nifios que recibieron multiples
dosis y titulos elevados de vacunas. La mayoria de los nifios que recibieron RRV-
TV y WC3 desarrollaron anticuerpos neutralizantes para los antigenos de los virus
originales con que fueron vacunados, mientras que menos niflos respondieron a
los antigenos G o P de los virus recombinantes. En general se observo protecciéon
(en algunos estudios no se encontraron correlaciones de proteccion), aunque de
diferente grado, en la mayoria de los estudios. Esta proteccion correlacioné bien
con la respuesta inmune en general, pero correlaciond pobremente con los
anticuerpos neutralizantes especificos G o P de la vacuna (63).

Inmunidad especifica:

Los nifios infectados o vacunados con rotavirus desarrollan una respuesta

homotipica y heterotipica con anticuerpos. La infeccion primaria induce la



produccion principalmente de anticuerpos especificos (serotipo) mientras que la
reinfeccién induce una respuesta inmune mas amplia que incluye la produccién de
anticuerpos heterotipicos (54, 58 ,60, 77). Algunos estudios, pero no todos, han
encontrado correlaciones de proteccién contra infeccidén por rotavirus y titulos de
anticuerpos neutralizantes homotipicos o heterotipicos. Esta correlacién ha sido
(en general) mayor con infecciones naturales que con vacunas. La falta de
correlacion entre proteccién y aplicacién de diferentes vacunas, no permite tener
un marcador confiable de proteccion para evaluar las vacunas (la medicion de IgA
fecal podria ser un mejor marcador). Por lo anterior es necesario evaluar cada
vacuna en estudios de campo muy grandes y costosos (78).

Los blancos especificos para lograr una inmunidad completa alin no estan bien
definidos. Los esfuerzos para lograr cada vez una mejor inmunidad han estado
dirigidos a las proteinas de superficie del virus. Si la inmunidad es independiente
del serotipo, es probable que otras proteinas tanto estructurales como no
estructurales, tengan un papel mas importante del que se les ha dado, en el
desarrollo de proteccién. En algunos estudios se ha encontrado que estas
proteinas como VP2, VP6, VP8 y NSP4, intervienen de forma importante en el
desarrollo de proteccién (79, 80, 81, 82, 83, 84).

La importancia de la inmunidad homotipica y heterotipica en la proteccion no ha
guedado del todo clara. Los estudios experimentales con modelos animales,
disefiados especificamente para aclarar esto, han mostrado diversos resultados.
Después de un desafio inmunoldgico algunos presentan inmunidad heterotipica y

otros han desarrollado mejor inmunidad homotipica (85, 86, 87, 88, 89).



Por todo lo anterior, es importante definir en que medida la inmunidad depende del

serotipo.

Hipotesis

El grado de proteccion que confiere una infeccion natural por rotavirus no

depende del serotipo.

Material y métodos

Disefio del estudio:

Para el estudio se utilizaron dos cohortes de la comunidad de San Pedro Martir en
la Ciudad de México. La primera cohorte incluy6 a 200 nifios que fueron enrolados
desde el nacimiento, de octubre de 1987 a octubre de 1988 y fueron seguidos por
un periodo de dos afos. La segunda cohorte fue de marzo 1998 a marzo de 2002,
incluyd 300 nifios de los cuales 158 tuvieron un seguimiento de dos afos, 52
tuvieron un seguimiento mayor de un afio pero menor de dos afos y 90 nifios

tuvieron un seguimiento menor a un afio. Fueron enrolados alrededor de 15 nifios



cada mes. Después de ser enrolado una trabajadora de campo lo visitaba cada
semana para tomar muestras, independientemente de si el nifio tenia o no
sintomas. Ademas de tomar muestras la trabajadora de campo hacia una
entrevista, en ésta preguntaba sobre cambios en el habito intestinal y consistencia
de las evacuaciones. Si sospechaba que el nifio tenia un episodio de diarrea,
contactaba a un médico que se encontraba disponible a toda hora. El médico iba
en ese momento a interrogar a la madre, examinaba al nifio y en caso de
confirmar un episodio de diarrea le asignaba un “score” de severidad.

Se recolectaban muestras de heces cada semana y durante los episodios de
diarrea. Las muestras se ponian en hielo y se transportaban en aproximadamente

tres horas al laboratorio donde se almacenaban a —20°C.

Definiciones:

Un episodio de diarrea se definié como la presencia de tres o0 mas evacuaciones
acuosas en un periodo de 24 horas o0 evacuaciones acuosas que excedian por
dos 0 mas el nimero de evacuaciones diarias en las cuatro semanas previas. Un
episodio se consideraba que habia terminado el dia en que el nimero de
evacuaciones recobraba su patron diario normal. Esta definicién ha sido
previamente validada (90, 91, 92). Se considero infeccion por rotavirus cuando se
detectaba rotavirus en muestras fecales. Una infeccion se consideré asintomatica
si el nifio no presentaba diarrea durante los primeros cinco dias antes y cinco dias
después de que se detectaba rotavirus. Una infeccion se considerd sintomatica si
el nifio presentaba diarrea cinco dias antes o cinco dias después de que se

detectaba el virus (93).



Determinacion de la severidad de la diarrea: La severidad de cada episodio de
diarrea fue evaluada por un médico dentro de las primeras 24 horas después de la
notificacion del episodio y cada dia subsecuente que duré el episodio. Para la
evaluacion de severidad se utilizd un “score” de 20 puntos descrito previamente
(94). Un “score” de uno a nueve se defini6 como enfermedad leve y un “score” de
10 o mas se defini6 como enfermedad moderada a severa (94).

Para determinar proteccion después de un primer evento se tomé en cuenta lo
siguiente: Si el “score” de severidad no aumentaba cinco o mas puntos o si el
“score” disminuia por abajo de cinco en el segundo evento, se consideraba
proteccion.

Determinacion de rotavirus: Todas las muestras de heces fueron sometidas a una
prueba de inmunoensayo enzimatico (ELISA) (95), para algunas muestras de la
cohorte 1998-2001 se utiliz6 un ensayo comercial (Rotaclone, Cambridge Biotech
Co.). El serotipo G de las muestras positivas para rotavirus se establecié con un
inmunoensayo enzimatico basado en anticuerpos monoclonales (96) o por
transcriptasa reversa y reaccion en cadena de la polimerasa (rt-PCR) (97). El
serotipo P se establecio con rt-PCR (97).

Para la extraccion de RNA se utilizé el “Kit” de NucliSens. Se tomé
aproximadamente 0.1 g de muestra y se colocé en 1ml de vertrel con 1ml de agua
desionizada, se mezcld y se centrifugd durante 10 minutos a 4° C. Después se
tomaron 200 pl del sobrenadante y se mezclaron con 9 ml de buffer de lisis al cual
se le agregaron 50 ul de silica. La mezcla se agito e incub6 durante 10 minutos a

temperatura ambiente, luego se volvio a agitar. Después de agitar, se centrifugo



30 segundos a 10,000 rpm y se retird el sobrenadante. Se lavé secuencialmente
dos veces con buffer de lavado, dos veces con etanol al 70% y una vez con
acetona. Después de remover la acetona, se seco el sedimento a 56° C durante
10 minutos, se agregaron 50 ul de buffer de elusion, se mezclo y se incub6 cinco
minutos dos veces. Por ultimo se centrifugo dos minutos a 10,000 rpm y se
transfirio el sobrenadante a un nuevo tubo. El sobrenadante se almaceno a —70°
C. Para el rt-PCR se utilizaron 8 pul del sobrenadante obtenido.

Andlisis estadistico
Para comparar la diferencia de severidades entre primero y segundo evento se
utilizé la prueba t de Student y para el analisis de proteccion de acuerdo al tipo G,

se utilizé la prueba exacta de Fisher.

Resultados

Cohorte 1987-1991: En la cohorte 1987-1991 se encontraron 291 eventos de
rotavirus. De éstos fueron serotipificados 230 y fueron genotipificados 61. Se
encontraron siete serotipos mixtos y seis Genotipos mixtos. Contando los
serotipos y genotipos mixtos se obtuvieron 326 tipos G. La distribucion total de
serotipos y genotipos G, de acuerdo al mes y al afio en que se detectaron, se
muestra en la gréafica 1.

De los eventos que estan genotipificados en esta cohorte, los resultados del

genotipo incluyendo P se presentan en la tabla 3.



Cohorte 1998-2002: En la cohorte 1998-2002 se encontraron 115 eventos de
rotavirus. De éstos fueron genotipificados 70 (no se realizaron serotipos en esta
cohorte). Se encontraron nueve genotipos mixtos. Contando los genotipos mixtos
se obtuvieron 83 genotipos G. La distribucion total de genotipos de acuerdo al mes
y al afio en que se detectaron se muestra en la gréafica 2. Los genotipos de esta
cohorte se presentan en la tabla 4.

Tomando en cuenta las dos cohortes, fueron en total 406 eventos de rotavirus. De
éstos eventos fueron serotipificados y/o genotipificados 361. Se encontraron 22
infecciones mixtas. Tomando cada uno se los tipos G de las infecciones mixtas se
obtuvieron en total 409 tipos G.

Eventos repetidos:

De los nifios que se incluyeron el estudio, 47 tuvieron dos 0 mas eventos de
infeccidn por rotavirus en periodos separados. De éstos 47, uno tuvo cuatro
eventos, tres tuvieron tres eventos y los otros 43 tuvieron dos eventos. En total
fueron 99 eventos, de éstos se serotipificaron 64 y se genotipificaron 58. La forma
en que se distribuyeron los genotipos para este grupo se muestra en la tabla 5.
Los diferentes tipos G (genotipos y/o serotipos) de los eventos repetidos se
muestran en la tabla 6.

Para el analisis se tomaron en cuenta Unicamente los primeros y segundos
eventos, los terceros y cuarto eventos se excluyeron ya que sélo fueron cuatro.
De los 47 nifios con eventos repetidos, en el primer evento 21 fueron
asintomaticos (severidad 0), tres tuvieron una severidad menor a cinco y 23

tuvieron una severidad igual o mayor a cinco. En el segundo evento 25 fueron



asintomaticos, ocho tuvieron una severidad menor a cinco y 14 tuvieron una
severidad igual o mayor a cinco.

Tomando en cuenta sélo los eventos sintomaticos, se compararon las severidades
del primero y segundo eventos. La media de severidad en el primer evento fue de
8.69 y en el segundo 5.50, la diferencia fue estadisticamente significativa (Gréfica
3y4,tabla 7).

Proteccion:

Para el analisis de proteccion, se tomd en cuenta como evento separado cada tipo
G de cada infeccién mixta, por lo que se incluyeron 118 tipos G y se analizaron 59
eventos.

La distribucion de los tipos G en el primero y segundo evento se muestra en las
tablas 8 y 9. G1 y G2 se presentaron con mayor frecuencia en el segundo evento
(18 VS 24 y 8 VS 18 respectivamente). G3 y G4 se presentaron con mayor
frecuencia en el primer evento (14 VS 5y 8 VS 1 respectivamente). Ocho eventos
se repitieron con el mismo tipo G. G1 fue el que mas frecuentemente se repitié con
el mismo tipo G. G1 se presentd repetido en cinco eventos, G3 en dos eventos y
G2 en un solo evento. No se encontraron diferencias entre las medias de
severidad de los eventos repetidos por el mismo tipo G y los eventos repetidos por
cualquier otro tipo G (media de 4.60 para mismo genotipo y 4.63 para diferente
genotipo). En la figura 1 se muestran los tipos G y la forma en que se presentaron
en el primero y segundo eventos.

Tomando en cuenta la definicidn de proteccion antes mencionada, de los ocho
eventos repetidos por el mismo tipo G, siete tuvieron proteccion y uno (G3) no tuvo

proteccion contra enfermedad en eventos subsecuentes. De los 51 eventos



repetidos por diferente genotipo, 14 no tuvieron proteccion en el evento
subsecuente. Al comparar la proteccion entre eventos con el mismo tipo G
(protecciéon homotipica) y con diferente tipo G (proteccién heterotipica), se
encontré una diferencia (87% y 72% respectivamente), ésta diferencia no fue
estadisticamente significativa (p=0.367).

En total se encontré que en 44 eventos hubo proteccion y en 15 eventos no hubo
proteccion (figura 2). En la gréfica 5 se muestran los tipos G del primer evento con
relacion a si existio proteccion o no para el siguiente evento. De acuerdo a lo
anterior, si el nifio tiene una primera infeccion por G1, G2, G3 6 G4 adquiere una
proteccion estadisticamente significativa (p = 0.001) contra una segunda infeccién
por cualquier genotipo. La proteccion para G1 es de 88%, para G2 de 87%, para
G3 de 71% y para G4 de 100%. Si la primera infeccién es por un genotipo no

tipificable, esta proteccion es de 27% (tabla 10).



Discusioén

En la actualidad, el reto mas importante para combatir las infecciones por
rotavirus, es el desarrollo de una vacuna efectiva que deé proteccion duradera. Los
mecanismos por los cuales las infecciones naturales o las vacunas confieren
proteccion, aun no estan claramente definidos.

En mdltiples reportes sobre el tema se han establecido dos perspectivas que
difieren en un punto, la importancia que tienen los anticuerpos neutralizantes
especificos de cada serotipo. Por un lado, hay quienes favorecen el concepto de
que la inmunidad depende, principalmente, de anticuerpos que reconocen
epitopes especificos de antigenos de la capside externa del virus (VP4 y VP7).
Ellos proponen el desarrollo de vacunas que contengan multiples serotipos, como
RotaShield. Por otro lado, hay quienes favorecen el concepto de que la inmunidad
se puede lograr por otros factores, los cuales son independientes de anticuerpos
neutralizantes especificos. Ellos proponen el desarrollo de vacunas que contengan
un solo serotipo.

En la actualidad se estan llevando a cabo diferentes estudios con vacunas, dos de
éstos se encuentran en fases avanzadas. En uno se esta probando una vacuna
con cinco valencias (RotaTeq) mientras que en otro se esta probando una vacuna
gue contiene solo el serotipo G1 (Rotarix). En ambos se reporta una proteccion

gue va de 73% a 89%. En los estudios fase Il con Rotarix, llevados a cabo en tres



paises Latino Americanos (Brasil, México y Venezuela), se encontré una
proteccion contra enfermedad severa para rotavirus serotipo G1 de 76.5% y para
rotavirus no G1 de 76.7% (98, 99, 100). Otro estudio con Rotarix llevado a cabo en
Finlandia la proteccién fue de 73%, independientemente de la severidad y de 90%
contra enfermedad severa (74). Como se menciond anteriormente, en julio de
2004 se aprobd Rotarix® para su comercializacion en México (73).

Como se ha mencionado, hay inconsistencias en cuanto a proteccion y a los tipo
de proteccién con vacunas. En algunos lugares donde se han probado son
efectivas y en otros no. Estas inconsistencias son mayores cuando se utilizan virus
de origen animal. Probablemente por que éstos no se replican tan eficientemente
en humanos (101, 102, 103).

En cuanto a infecciones naturales, éstas confieren proteccién contra infecciones y
contra enfermedad en infecciones subsecuentes. Sin embargo tampoco se ha
establecido de forma clara cudl es el tipo de proteccién (26, 27, 29, 45, 46).

En este estudio se utilizaron dos cohortes grandes, con un seguimiento en la
mayoria de los casos de dos afos. Fueron serotipificados y/o genotipificados en
total 361 eventos, de éstos para el analisis s6lo 99 eventos se repitieron y
correspondieron a 47 nifios. Es importante mencionar que en la primera cohorte se
realizé deteccién semanal de rotavirus a todas las muestras, durante el periodo de
seguimiento. En la segunda cohorte, por falta de recursos, sélo se realizé
deteccion semanal de rotavirus a las muestras de octubre a marzo y a las
muestras diarreicas de todo el afio. Es probable que en la segunda cohorte se

perdieran algunos eventos positivos.



En ambas cohortes la frecuencia de los serotipos y/o genotipos fue similar a la
reportada en la literatura, el genotipo mas frecuente fue G1 P[8]. Llama la atencion
gue G3 en la cohorte 1998-2002 se encontrd solamente en cuatro infecciones
mixtas. Alrededor de 20% de los eventos no fueron tipificables en ambas cohortes.
Cuando se tomaron en cuenta solo los tipos G de los eventos repetidos, 21.2%
fueron no tipificables. La frecuencia de rotavirus no tipificables es variada, de 2%
en algunos estudios hasta 56.7% en un estudio en Japon (104, 105, 106, 107).
Con la introduccién del RT-PCR se ha observado un decremento importante de
rotavirus no tipificables. En este estudio la frecuencia relativamente alta de
rotavirus no tipificables puede ser explicada por la apariciéon de serotipos no
incluidos y por la posibilidad de degradacién del RNA en las muestras
almacenadas.

Las infecciones mixtas, tomando en cuenta cada tipo G de los eventos repetidos,
representaron el 10% de todas las infecciones. La frecuencia de infecciones
mixtas es muy variable y depende del lugar o pais en donde se presenten. Se han
reportado frecuencias de infecciones mixtas que van de 0.6% a 30% (104, 107,
108).

Como en los estudios anteriores ya mencionados, en este estudio encontramos
gue las infecciones naturales protegen contra severidad de la enfermedad en
infecciones subsecuentes. El nUmero de eventos sintomaticos (26 VS 22) y el
grado de severidad fueron mayores en le primer evento (Grafica 3 y 4, tabla 7), lo
anterior fue estadisticamente significativo.

Cuando se compararon los tipos G del primero y segundo eventos, encontramos

gue G1y G2 se presentaron con mayor frecuencia en el segundo evento (18 VS



24y 8 VS 18 respectivamente). G3 y G4 se presentaron con mayor frecuencia en
el primer evento (14 VS 5y 8 VS 1 respectivamente).

De todos los eventos, hubo ocho repetidos por el mismo tipo G. De acuerdo a la
definicion de proteccidn, encontramos que soélo uno de los ocho eventos repetidos
por el mismo genotipo no tuvo proteccion en el evento subsecuente. Mientras que
14 de 51 eventos repetidos por diferente genotipo no tuvieron proteccion en el
evento subsecuente. Al comparar la proteccion entre eventos con el mismo tipo G
(protecciéon homotipica) y con diferente tipo G (proteccién heterotipica), se
encontré una diferencia (87% y 72% respectivamente), sin embargo ésta
diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0.367). Por otro lado cuando se
compararon las medias de severidades entre primero evento y segundo evento no
encontramos diferencia. La media para el grupo de mismo genotipo fue de 4.60 y
para diferente genotipo 4.63.

Cuando se comparo el total de eventos repetidos, el nimero de eventos
sintométicos y el grado de severidad disminuyeron en el segundo evento. Lo
anterior se muestra en la figura 2.

Con lo que se ha mencionado anteriormente, podemos concluir que en este
estudio encontramos que las infecciones naturales por rotavirus protegen contra
severidad de la enfermedad en infecciones subsecuentes. Esto ya ha sido
probado en estudios previos. La ventaja de este estudio es que tenemos
tipificadas un nimero considerable de infecciones naturales primarias y
subsecuentes. Con la finalidad de determinar cual es el mejor tipo de proteccién,
se establecio un punto de corte en la escala de gravedad, este fue de cinco. El

punto de corte se obtuvo al observar el comportamiento de las severidades en el



primero y segundo evento. Al poner el punto de corte en cinco, encontramos tres
grupos: un grupo asintomatico o con severidades menores a cinco en ambos
eventos, un grupo con disminucién de la severidad a menos de cinco y otro grupo
en donde la severidad no disminuye o aumenta a mas de cinco en el segundo
evento. Figura 2. En todos los nifios que tuvieron en su segundo evento una
severidad menor a cinco puntos, se considerd que hubo proteccién. Con el andlisis
gue se realizd, parece ser que hay proteccidén tanto homotipica como heterotipica,
sin embargo no se logré determinar que tipo de proteccion es mejor. Encontramos
una tendencia que favorece la proteccion homotipica, sin embargo como ya se
menciond, esto no fue estadisticamente significativo.

Se realiz6 una comparacion para determinar que tipo G daba mayor proteccién
contra severidad de la enfermedad en los eventos subsecuentes. Se encontrd que
todos dieron proteccién y la proteccion fue similar para los cuatro tipos mas
frecuentes. Sin embargo la proteccion fue mucho menor (27%) cuando la primera
infeccion fue producida por un virus no tipificable. Por otro lado, la proteccién fue
mayor cuando en el primer evento se encontré G4, G1 y G2 y fue menor con G3.
Lo anterior fue estadisticamente significativo (p = 0.001).

El hallazgo de que los virus no tipificables, en su mayoria virus provenientes de
animales, confieren un menor grado de proteccion no es algo nuevo. En estudios
anteriores se ha visto que estos virus tienen una menor capacidad de replicacion
en humanos, pueden producir una respuesta menor de anticuerpos neutralizantes
y una mala proteccion (101, 102, 103, 109). Por ejemplo, la vacuna WC3 bovina
no indujo anticuerpos neutralizantes o proteccion hasta que se recombiné con los

componentes de virus humanos G1, G2, G3y P[8] (110). En un estudio publicado



hace un afo, se realizé una caracterizacion por rt-PCR seguida de un analisis de
secuencia y de un analisis filogenético de 78 rotavirus humanos. Suguieren que a
pesar de que los tipos G y los tipo P pueden intercambiarse entre especies, los
genes que codifican para la proteina no estructural 4 y para VP6 son mas
especificos en la especie de origen (111). Esto sugiere que estas proteinas, si son
mas especificas de cada especie podrian jugar un papel mas importante en la
proteccion. La importancia que tienen en la proteccién, sobre todo VP6, ya se ha
mencionado. Si la proteccién es heterotipica probablemente dependa en mayor
grado de antigenos comunes (VP6). El hecho de que estas proteinas tienen mayor
especificidad para cada especie, podria explicar parte de los hallazgos de este
estudio, en el que encontramos que los virus no tipificables son los que inducen

menor proteccion.
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Tabla 1.

Mortalidad por enfermedades diarreicas agudas
en menores de cinco afios, segun grupo de edad
México 1990 — 1997

Ano < lafo 1 - 4 afios
Defunciones | Tasa® | Defunciones | Tasa”
1990 9886 361.4 4125 48.4
1991 7678 278.6 3175 37.3
1992 5153 184.2 2062 24.2
1993 4726 166.4 2022 23.7
1994 3925 135.1 1491 16.8
1995 3453 118.5 1411 13.6
1996 2915 107.7 1339 15.1
1997 2619 97.1 1061 12.0
1 Tasa por 100 000 nacidos vivos registrados (NVR)

2 Tasa por 100 000 habitantes del grupo de edad

Fuente; Direccion General de Estadistica e Informética S.S.A.

Tabla 2.
Etapas de la patogénesis

Entrada al huésped

Replicacion primaria

Respuesta celular local o diseminada

Diseminacion

Respuesta inmunoldgica

Lesion celular

Estabilizacion del virus en el tracto gastrointestinal

Penetracion en los enterocitos (receptor)

Replicacion

Efecto de las proteinas virales en la funcion celular (NSP4)
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Tabla 3

Genotipificacion de la cohorte 1987-1991

Genotipo Frecuencia | Porcentaje
GNT P[4+8] 2 2.9
G1 P[8] 23 32.9
G4 P[8] 11 15.7
G2 P[4] 4 5.7
GNT P[4+8] 1 1.4
G1 P[NT] 1 14
G2 P[NT] 1 14
GNT P[4] 2 2.9
G3+4 P[8] 1 14
G4 P[6] 1 14
GNT P[6] 2 2.9
G3 P[NT] 1 14
G4+2 P[4] 2 2.9
GNT P[8] 8 11.4
G3 P[8] 7 10.0
GNT P[4] 1 14
G3+1 P[8] 1 14
G4+1 P[8] 1 14
Total 70 100.0




Tabla 4 Genaotipificacion de la cohorte 1998-2002

Genotipo Frecuencia [Porcentaje
GNT P[8+4+6] [1 1.4
GNT P[8] 8 11.4
GNT P[6] 3 4.3
GNT P[4+8] [1 1.4
G9 P[6] 1 1.4
G4 P[6] 1 1.4
G2+4 P[8] 1 1.4
G2 P[8] 1 1.4
G2 P[6+8] 1 1.4
G2 P[4+8] 6 8.6
G2 P[4+6+8] |1 1.4
G2 P[4+6] 1 1.4
G2 P[4] 6 8.6
G1+4 P[8] 1 1.4
G1+3+4 P[8] |4 5.7
G1+2 P[NT] [1 1.4
G1+2 P[8] 2 2.9
G1 P[NT] 3 4.3
G1 P[8] 25 35.7
G1 P[6+8] 1 1.4
G1 P[4+8] 1 1.4
Total 70 100.0




Tabla 5. Genotipos de |os eventos repetidos

Genotipo Frecuencia | Porcentaje
G1 P[8] 16 27.6
G1 P[NT] 1 1.7
G1+2 P[NT] 1 1.7
G2 P[4] 4 6.9
G2 P[4+8] 1 1.7
G2 P[6+8] 1 1.7
G2+4 P[4] 1 1.7
G3 P[8] 2 3.4
G3+4 P[8] 1 1.7
G3+4+1 P[8] 2 3.4
G4 P[4+8] 1 1.7
G4 P[8] 1 1.7
G4+1 P[8] 1 1.7
GNT P[4] 1 1.7
GNT P[4+8] 1 1.7
GNT PJ[6,8] 1 1.7
GNT P[6] 3 5.2
GNT P[8] 14 24.1
GNT P[8+4+6] 1 1.7
GNT P[NT] 4 6.9
Total 58 100.0

Tabla 6. Tipos G de los eventos repetidos

Frecuencia [Porcentaje
Gl 31 31.3
G1+2 |1 1.0
G1+2+3 |1 1.0
G1+3 |1 1.0
G2 19 19.2
G2+4 2 2.0
G3 15 15.2
G3+4 2 2.0
G3+4+1 |2 2.0
G4 3 3.0
G4+1 |1 1.0
GNT 21 21.2
Total 99 100.0
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Tabla 7. Diferencia de severidades entre primero y segundo eventos.

t df | Sig. | Diferencia 95% (Intervalo de
(media) confianza de la
diferencia)
Inferior Superior
Severidad del primer evento 14.379 | 25 |.000| 8.6923 7.4473 9.9373
Severidad del segundo evento | 10.309 | 21 |.000| 5.5000 4.3905 6.6095

Tabla8. Tipo G en e primer evento

Frecuencia [Porcentaje
Gl [18 30.5
G2 8 13.6
G3 [14 23.7
G4 8 13.6
GNT [11 18.6
Total |59 100.0

Tabla9. Tipo G en el segundo evento

Frecuencia [Porcentaje
Gl P24 40.7
G2 [18 30.5
G3 | 8.5
G4 [1 1.7
GNT [11 18.6
Total |59 100.0




Figura l. Tipos G en el primero y segundo eventos.

Segundo evento
Gl G2 G3 G4 GNT Total

Gl 5 5 2 6 18
Primer G2 5 1 1 1 8
evento G3 5 4 2 3 14

G4 4 4 8

GNT 5 4 2 11
Total 24 18 5 1 11 59

L os nimeros rojos corresponden alostipos G que fueron iguales en el primero y segundo
evento.




Media de severidad

Figura 2. Severidad de acuerdo al primero y segundo eventos.
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Gréfica5: Numero de eventos de acuerdo al tipo G y ala presencia o no de proteccion.
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G type £n primer evento con proteccion

Tabla 10. Proteccion de acuerdo al tipo G.

Tipo G en el primer evento de acuerdo a la proteccién [Total

Gl G2 G3 G4 GNT
Con proteccion 16 7 10 3 3 44
2 1 4 0 8 15

Sin proteccion
Total | 18 3 14 8 11 59
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