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RESUMEN

En este estudio se analizaron muestras fecales procedentes de
dos Hospitales pedriaticos, el Hospital Infantil de México, D.F. (H.1.M.)
y el Hospital del Nifio Poblano, Puebla (H.N.P.) para el diagnéstico de
la infeccion por Rotavirus humanos en el periédo de Diciembre de
1994 a Diciembre de 1985 en una poblacién infantil menor de cinco

afios de edad que presentaron diarrea aguda.

Se analizaron un total de 258 muestras diarreicas enviadas de ei
H.l.M. de las cuales 153 (59%) fueron positivas a Rotavirus por la
técnica de Rotaforesis. De las muestras positivas a Rotavirus se
realizd un analisis de los patrones electroforéticos revelando que de
139 (91%) presentaron un perfil electroforético “largo” y solamente 14

(9%) mostraron un perfil electroforético “corto”.

La infeccién por los Rotavirus se observd con mayor frecuencia
en el sexo masculino (65%) que en el sexo femenino (35%) vy el
intervalo de edad mas afectado fue el de 7 a 12 meses que
correspondié al 38.56% de los casos totaies, presentando vémito con

un 83%, diarrea acuosa con un 87% vy fiebre con un 57%.

Mientras que de el H.N.P. se analizaron un total de 333
muestras fecales de las cuales 131 {39%) resultaron ser positivas a

Rotavirus por la técnica de Rotaforesis. De las muestras positivas a



Rotavirus también se realizé un anslisis de los patrones
electroforéticos revelando que 117 (89%) presentaron un perfil

electroforético "largo” y solamente 14 (11%) mostraron un perfil

electroforético “corto”.

La infeccion por Rotavirus se observd con una mayor frecuencia
en el sexo masculino (60%) que en el sexo femenino y el intervalo de
edad mas afectado fue el de 7 a 12 meses con un 34.35% de los
casos totales, presentando vomito con un 78%, diarrea acuosa con un
87% y fiebre con un 63%.

Posteriormente a 100 muestras fecales positivas (50 del H.LM. y
50 del H.N.P.) se les realiza el andlisis de la diversidad de los
patrones electroforéticos mediante la técnica de PAGE al 10%, donde
se observd que el patron electroforético gue predomino en ambos
hospitales fue el denominado E1 con un 58% en el Hospital Infantil de

México v 64% en el Hospital del Nific Poblano.



GLOSARIO

Ac

Ag
AgNO,
CsCl,
°C

DNA
DIA
D.F.
dsRNA
EU.A.
EDTA
EGTA
E. coli
ELISA
HIM.
H.N.P.

IME
KDa

ME

min

Anticuerpo

Antigeno

Nitrato de Plata

Cloruro de Cesio

Grados Centigrados

Daltons

Acido Desoxiribonucléico
Diarrea infecciosa Aguda
Distrito Federal

Acido Ribonucleico de Doble Cadena
Estados Unidos de América
Acido Etilendiamino Tetracético
Acido Guanidil Tetracético
Escherichia coli

Inmunoensayo Enzimatico
Hospital Infantil de México
Hospital del Nifio Poblano
Horas

Inmunomicroscopia Electronica
Kilodaltons

Kilopares de Bases
Microscopia Electrénica

Minutos



wl

nm
NS
NaOH
OMS
PM
pH
PAGE

PE
RVH

RT-PCR

pm
SAll
TEMED
Temp.
VP

Mililitros

Microlitros

Nanoémetros

Proteina No-Estructural

Hidroxido de Sodio

Organizacién Mundial de la Salud

Peso Molecular

Potencial Hidrégeno

Electroforesis en Geles de Poliacrilamida
Picogramos

Rotavirus Humano

Acido Ribonucléico

Transcriptasa Reversa acoplada a la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa

Revoluciones por Minuto

Rotavirus de Simio
Tetrametilenendiamina

Temperatura

Proteina Viral



1. ANTECEDENTES

1.1 INTRODUCCION

Los Rotavirus humanos {(RVH) se detectaron por primera vez en
1973 en Australia por Bishop y colaberadores mediante la técnica de
microscopia electronica (ME) a partir biopsias duodenales de nifios
con diarrea aguda.'

Aunque los RVH fueron descubierios en ese afio, deberia
tomarse en consideracion que en 1963, Adams y Kraft, utilizando la
microscopia electronica, describieron particulas del virus en intestino
de raton infante, las cuales son similares a las observadas por Bishop
y colaboradores. También en ese mismo afio, Malherbe vy
colaboradores reportaron el aislamiento de un virus de 70nm
designado SA11 (Simian Agent). Por otra parte en 1969 Mebus vy
colaboradores demostraron la presencia de particulas de 70 nm en
muestras diarréicas de cabras. '

Posteriormente en 1974, Middieton y colaboradores reportaron la
presencia de particulas virales que median aproximadamente de 65 a
75 nm de didmetro en biopsias duodenales de niflos con diarrea
infecciosa aguda (DIA). Estas particulas fueron llamadas “Rotavirus”,
nombre derivado del latin Rotfa que significa rueda, debido a que estos
virus presentaban la apariencia de una rueda de bicicleta. *

El conocimiento acerca de este virus ha aumentado

enormemente va que ha sido objeto de numerosos estudios



Bioquimicos, Clinicos y Epidemioiogicos, donde se ha demostrado
que es €l principal agente etioldgico viral de la DIA. 3

La DIA es una enfermedad muy comuin que se presenta en
forma endémica o epidémica y afecta a sujetos de todos los grupos de
edad.?

Después de la via respiratoria, la ruta fecal-oral es la segunda
en importancia en ia transmision de agentes y es por ésta por la cual
se transmiten las enteritis virales. '

Los Rotavirus son los principales agenies virales productores de
gastroenteritis aguda en nifios menores de tres afios en todo el
mundo. Inicialmente, fueron agentes asociados con gastroenteritis en
animates.

Desde la aparicion de estos virus causantes de la gastroenteritis,
se han desarrollado ensayos sensibles y especificos para la deteccion
de antigenos, anticuerpos 0 acidos nucleicos virales. La aplicacion de
estos ensayos en estudios de Diagnostico y Epidemiologia, ha
demostrado ampliamente la importancia que tienen estos virus como
agenies productores de diarrea.?

Los Rotavirus producen del 35-65% de diarreas severas en
infantes menores de 3 afios de edad y son una de las principales
causas de morbilidad humana en todo el mundo y de mortalidad
infanti! en los paises en desarrollo de Asia, Africa y Latino América,
donde estudios realizados han demostrado que hay de 5 a 10 millones
de muertes anualmente. 2 En un estudio realizado en los EUA, 1 milion
de infantes menores de los cinco afios de edad presentaron una

diarrea severa provocada por la infeccion de Rotavirus; del niimero de



infantes infectados se obtuvo como resultado que mas de 20 000
infantes tuvieron que ser hospitalizados y registrandose 150 muertes
anualmente. Por otra parte, datos estimativos en paises en desarrollo,
reportan alrededor de 18 millones de casos de diarrea severa, o
moderada de los cuales presentan mas de 870 000 muertes anuales
en infantes menores de los 5 afos de edad. ?®

Los Rotavirus del grupo A son los principales agentes
produciores de diarrea, a los que siguen en importancia los
Adenovirus entéricos, responsables de 7% al 17% de los casos de
diarrea infantil.

También producen gastroenteritis ios Astrovirus, los Calicivirus,
los Rotavirus no pertenecientes al grupo A y otros virus pequefios de
estructura esférica, cuyo prototipo es el virus de Norwalk, 14

El Instituto de Recursos Mundiales calculé que entre 1988-1989
la mortalidad infantil en los paises subdesarrollados fue de 14 millones
de casos. De éstos, la diarrea infecciosa aguda causo 5 miillones de
muertes, lo que corresponde al 35.7% de todas las defunciones.

La organizacion Mundial de la Salud reveld que en México en el
afio de 1989, hubo 34 764 000 cascs de diarrea infecciosa aguda en
la poblacion infantil de cinco afios de edad o menores. Dicha
poblacion se calculaba en ese afio es 11 588 000 sujetos, lo que
indica que cada nifio presentd 3 casos de diarrea infecciosa aguda por
afio en promedio. 1

Ademas de la gran importancia y magnitud de la mortalidad
infantil por diarrea infecciosa aguda, existe la secuela de la

desnutricién en los nifics de esos paises. Por lo tanto la diarrea

r
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infecciosa aguda también disminuye la salud y por ende la esperanza

de vida de los habitantes de los paises subdesarrollados y en

desarrollo. 51°

1.2 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS ROTAVIRUS
1.2.1 MORFOLOGIA Y GENOMA

Al microscopio electronico estas particulas virales presentan una
morfoiogia icosaédrica. La particula viral completa mide 70nm de
diametro, como se muestra en la figura 1.7

En el interior de la particula viral se encuentra el genoma, €l cual
esta constituido por 11 segmentos de RNA de doble cadena (dsRNA),
cubierios por una doble capside proteica: a) una capside externa que
esta constituida por dos proteinas que son VP7 con un peso molecular
de 37 kDa y VP4 con un peso molecular de 66 kDa, responsables de
la adsorcion y penetracion del virus a su célula huésped. Ambas
proteinas estédn relacionadas con la produccion de anticuerpos de
neutralizacion y especificidad de serotipo. b) una capside interna que
esta constituida por una proteina que es VP6 donde residen
principalmente los determinantes antigenicos de grupo y subgrupo, su
peso molecular es de 38 kDa. "*%'® Cuando pierde la capside externa
la particuta mide 55nm de diametro; cuando pierde la capside interna
mide 37nm de diametro quedando solamente el centro que encierra al

genoma viral. 3



Ei RNA genomico viral puete aisiarse y purificarse de las
particulas virales y fraccionarse por electroforesis en geles de
poliacrilamida, observandose las 11 bandas de RNA caracteristicas
del virus. '3 [l patrén electroforético del genoma comprende de
cuatro segmentos dsRNA de alto peso molecular {segmentos 1-4, con
un PM de 2.3 a 3.3 kpb), cinco segmentos de mediano peso molecular
(segmentos 5-9, con un PM de 1 a 1.5 kpb), y dos segmentos de
menor peso molecular (segmentos 10 y 11, con un PM de 0.6 a 0.7
kpb). El pesoc molecular estimado de los 11 segmentos es 11x10° a
14x10° Daltons. Cada segmento de RNA codifica cuando menos para

una proteina. *'* Figura 1.1
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Figura 1.1 Representacion de los 11 segmentos de RNA

Los Rotavirus no tienen envoliura lipidica y poseen propiedad

hemaglutinante, la cual puede perderse, junio con la capacidad

-~



infectante, por congelamiento y descongelamiento de las particulas
virales. &'

Los Retavirus morfolégicamente se parecen a los Reovirus vy los
Orbivirus, pero se diferencian debido a que los Reovirus y Orbivirus
contienen sclamente 10 segmentos de RNA y antigénicamente los
Rotavirus son distintos por fijjacion de complemento e
Inmunomicroscopia electronica. ™'

El cultivo del virus in vitro es facilitado con un tratamiento con
enzimas proteoliticas, el cual aumenia la infectividad al dividir un
dimero de la capside externa VP4. La infectividad puede perderse si el
virus es tratado con agentes quelantes como es el EDTA y EGTA,
debido a que este tipo de agenies quelantes remueven la capside
externa y por lo tanto pierde infectividad.'®"

La infectividad del Rotavirus es resistente a la extraccién con
fiuorocarbono y expuesto a éter, cloroformo o deoxicolato. Tratamiento
con cloroformo reduce la infectividad y destruye la actividad
hemaglutinante. El sodio dodecil sulfaio al 0.1% inactiva la
infectividad, pero expuesto a detergentes no iénicos puede aumentar
la infectividad. 4%

La infectividad es estable a pH de 3 a 8 en menos de 15 min.
Los Rotavirus humanos y bovinos retienen la infectividad por meses a
4°C, pero la actividad hemaglutinanie es perdida rapidamente a
450C 182

La infectividad del virus puede ser inactivada por desinfectantes

como los fenoles, formalina, cloruro y beta-propiolactona. E! etanol ai



95% es el desinfectante mas efectivo, ejerce estos efectos
rernoviendo la capside externa.¥

Después de 5 minutos de incubacidén a 50°C la cepa SA11
(rotavirus de simio) pierde el 80% de infectividad y después de 30
minutos el 99%. La incubacion con tripsina incrementa la infectividad
de SA11 y es necesario para la infeccién de Rotavirus humano en
cultivo celular.’?#

Existe un incremento en la infectividad viral utilizando enzimas
proteoliticas como la tripsina, pancreatinina o elastina; a pH de 3 a 9.
Debajo de pH 3.0 o por encima de pH 9, la capside externa de
Rotavirus humano se remueve pero la particula no se desintegra. Si
los Rotavirus se exponen a un buffer acido (pH de 2.0} o a un acido
estomacal (pH de 1.8 & 2.1),estos son rapidamente inactivados.'>4®

La cépside externa y la capside interna pueden ser separadas
por centrifugacion en gradientes de CsCl,, donde las particulas tienen
distintas densidades y valores de sedimentacion. La capside externa
tiene una densidad de 1.38g\cm® en CsCl, y un coeficiente de
sedimentacion de 520-530 S en; mientras que la capside interna tiene
una densidad de 1.36g\cm en CsCl, y un coeficiente de sedimentacion
de 380-400 S vy el centro de la particula tiene una densidad de

1.44g\cm® en CsCl, y un coeficiente de sedimentacion de 280 8.V



1.3 CLASIFICACION

Los Rotavirus son clasificados dentro de la familia Reoviridae;
otros géneros que integran esta familia son: Reovirus, Orbivirus,
Phytoreovirus y Fijivirus.

Los Rotavirus han sido clasificados en grupos, subgrupos,
serotipos vy electroferotipos.®

Los Rotavirus se han clasificado en grupos representados por
las letras del alfabeto de la A a la G, con base en las caracteristicas
antigénicas presentes en la VP6. Los grupos de la A a la C se han
encontradoc en humanos y en animales, mientras que los grupos de la
D a la G han sido encontrados Unicamente en animales. El grupo A es
el gue se ha asociado comunmente a la DIA (85%), tanto en nifios
como en animales. El grupo B ha sido asociadc con epidemias de
diarrea severa en adultos en China. EI grupo C ha sido
esporadicamente reportado como causante de diarrea en nifios."®

Para clasificar a los Rotavirus del grupo A en subgrupcs, se
utilizan en la actualidad anticuerpos monoclonales gue detectan el
determinante antigénico que se encuentra en la proteina VP8. Son
reconocidos hasta ahora dos subgrupos de Rotavirus. Diversos
autores mencionan que algunas cepas de Rotavirus no reaccionan
con los monoclonales o que reaccionan para las dos. Este hallazgo
puede sugerir [a presencia de méas de dos subgrupos como ha sido
mencionado por Zissis desde 1980."" Los subgrupcs caracterizados

hasta ahora son Hamados |y li.
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La clasificacidn en serotipos de Rotavirus esta basada en los
determinantes antigénicos presentes en la VP7 y VP4. La presencia
de mas de un serotipo, fue sugerida desde 1978. En 1983 y 1984 se
demostrd la existencia de 4 serotipos (numerados con los cuatro
primeros numercs arabigos), pero actualmente se mencionan 10
nuevos serotipos aislados en humanos y en animales. '’

Los serotipos de Rotavirus aislados de humanos, hasta el
momento son nueve: (serotipos del 1-4, 8,9, 12-14) y los serotipos
aislados de animales son cinco: (serotipo 5, 6, 7, 10, 11).>"

Aungue el serotipo y el subgrupo son definidos por proteinas
codificadas por distintos genes, y por lo tanto pueden segregarse
independientemente, se encuentran reportes en la literatura que indica
una relacion entre el subgrupo | y los serotipos 2 y 8 y el subgrupo 1
con los serotipos 1, 3, 4 y 9192325

Una manera de clasificar a las cepas de Rotavirus es por la
migracion de sus segmentos de RNA en un gel de poliacrilamida por
medio de una electroforesis, de aqui se ha definido dos tipos
principales de electroferotipos: patron corto y patron largo.® La
diferencia entre un patron electroforético “largo” y un “corto”, es de
gue el patrén “corto” los segmentos 10 y 11 del RNA poseen un peso
molecular mas grande que los segmentos 10 y 11 del patron “largo” y
migran a una menor distancia.**

Podemos mencionar que casi todos i0s Rotavirus del grupo A,
de patrén electroforético “corto” pertenecen al subgrupo |, y los de

patron “largo” pertenecen al subgrupo li. Sin embargo se ha reportado

11



casos de Rotavirus con serotipo 2 que pertenecen al subgrupo 1! pero
con patron electroforético “corto”. ®

Se ha reportado la presencia de patrones electroforéticos super
“cortos” donde los segmentos 10 y 11 presenian pesos molecuiares
distintos a los patrones “cortos” y una migracién mas coria de lo usual,
asi como también cepas con patron electroforético super “largo” con
una migracion mayor a los “largos™. %

En resumen podemos mencionar que existen 6 grupos de
Rotavirus, denominados por letras de ia A a la G, que los Rotavirus
del grupo A se dividen en subgrupos | y I, donde el electroferotipo de
patron “corto” esta relacionado con el subgrupo | y los serotipos 2 y 8,
mientras que el electroferotipo de patrén “large” esta relacionado con
el subgrupo Il y los serotipos 1,3,4 y 9,154

Estudios en Rotavirus humanos vy animales revelaron que:
a) cepas de serotipo 1, 2, 8y 9 perteneéen solamente a humanos;
b) cepas de serotipo 4 incluye humanos y cerdos; ¢) cepas de serotipo
3 incluye humanos, monos, perros, gatos, caballos, cerdos, raténes y
conejos; d) cepas de serotipo 5 incluye a caballos y cerdos, mientras
que cepas de serotipo 6 y 7 incluye solamente a cabras y pajaros.®
Cuadro 1.
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Cuadro 1. Clasificacion de los Rotavirus

PATRON ESPECIE
GRUPO SUBGRUPO SEROTIPO ELECTROFORETICO HOSPEDERA
A 11 Gt, G4, G9 LARGO HUMANO
1 G2 CORTO HUMANO
1 G3 LARGO HUMANO
I G3 LARGO ANIMAL
i Gé LARGO BOVING
1 G1o LARGO BOVINO
I G5 LARGO PORCING, EQUINO
I Git LARGO PORCINO
NQ DETERMINADGO  G7 LARGO AVES

1.4 PROTEINAS VIRALES

Los segmentos de RNA del genoma viral codifican para:
a) proteinas estructurales, las cuales forman parte de las particulas
virales. b) proteinas no estructurales, estas solo se presentan en
células infectadas. Seis de los segmentos del genoma codifican para
protefnas estructurales y los otros cinco segmentos codifican para las
proteinas no estructurales. 57

La nomenclatura para las proteinas estructurales es VP seguido

por un numero de acuerdo a su peso molecular por ejemplo VP1 tiene
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un peso molécular de 125 Kd y VP7 tiene un peso molécular de
37Kd.

Las proteinas estructurales son seis, denominadas VP7, VP4,
VPE, VP3, VP2 y VP1.

VP7 es una proteina glicosilada y es codificada por los
segmentos 7, 8 &6 9 dependiendo de la cepa viral; se encuentra en el
exterior de la particula viral y es la segunda proteina mas abundante
del virion, induce anticuerpos neutralizantes que definen el serotipo
de las cepas virales. VP7 es responsable de la unién del virus a la
célula hospedera y tiene un peso molecular de 37Kd.#*# VP4 es
codificada por el segmento 4 del genoma viral, se conoce como la
hemagiutinina y es cortada en el intestino por la accion de la tripsina
en VP5 y VP8 resuitando un aumento en la infectividad viral y
penetracion del virus a las células. VP4 induce anticuerpos
neutralizantes. Su peso molecuiar es de 88Kd. Esta propiedad de VP4
tiene una gran importancia en la Biologia de los Rotavirus,3!333¢

VP6 es codificada por el segmento 6 del genoma viral y es Ia
mas abundante en a céapside interna. Su peso molecular es de 38Kd,
contiene el antigeno de grupo comin de grupo A v ios de subgrupo.
Tiene un papel muy importante en la estructura de la particula viral, ya
gue mantiene la conformacion y organizacion det centro. Es la
proteina que mas frecuentemente se utiliza para el diagnéstico de los
Rotavirus ya que posee el determinante antigénico comin presente en
todos los Rotavirus del grupo A,

VP3 es codificada por el segmento 3 del genoma viral, su peso

molecular es de 98Kd y funciona como una guanidiltransferasa.®
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VP2 es codificada por el segmento 2 del genoma viral, su peso
molecular es de 102Kd. Su funcion es la de reclutar al RNA de doble
cadena para el ensamblaje viral, por lo gue juega un papel importante
en la morfogénesis viral. "%

VP1 es codificada por el segmento 1 del genoma viral, su peso
molecuiar es de 125Kd. VP1 presenta cierto grado de homologia con
algunas enzimas como las RNA polimerasas virales por lo que se
supone que la VP1 puede ser la RNA polimerasa.’>3

Las proteinas no estructurales son cinco, denominadas NS53,
NS35, NS34, NS28 y NS26.

NS53 es un producto de! segmento 5 del genoma viral. Esta
proteina es detectada en células infectadas pero no en la particula del
virus. La cinética en la sintesis del polipeptido en células infectadas
muestran que NS53 es detectabie predominantemente después de la
infeccion; la sintesis de esta proteina es aparentemente controlada
por que los niveles son bajos en relacion a las otras proteinas
existentes. Sin embargo, no se conoce el mecanismo que regula la
sintesis de esta proteina en las céluias infectadas.®

NS35 es codificada por el segmento 7, 8 & 9 del genoma viral
dependiendo de la cepa del virus. Esta se encuentra en lisados de
células infectadas, parece ser poco inmunogénica.®

N334 es codificada por el segmento 7 del genoma viral. Es una
proteina acida, ha sido detectada en los acidos nucleicos previamente
marcados {(RNA ¢ DNA) por Western blot. También ha sido
encontrada en lisados de células infectadas y contiene actividad de

replicasa asociada con la NS53 in vitro.3®
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NS28 es codificada por el segmenio 10 del genoma viral. Su
peso molecular es de 20Kd y estéd glicosilada. Esta proteina se
encuentra en la membrana del reticulo endoplasmico con un
fragmento que sobresale al citoplasma, en el cual se fijan las
particulas subvirales para que al ser internalizadas continden la
morfogénesis de las particulas virales.®

NS26 es codificada por el segmenio 11 del genoma viral. Su
peso molecular es de 26Kd. Esta proteina fue catalogada como una
proteina estructural, ya que en una electroforesis se movia con las
proteinas estructurales de bajo peso.’’

La gran mayoria de investigaciones han demostrado la funcion
que realizan las proteinas estructurales. Sin embargo, Ia informacién
acerca de las proteinas no estructurales (NS) es limitada. Como en
otros virus, es posible que estas proteinas juegan un papel importante

en la replicacién viral ¥"*

1.5 PATOGENESIS

Los Rotavirus son transmitidos por la via fecal-oral. Ei agua v los
alimentos contaminados también son una fuente de infeccién. Se ha
detectado antigenc de Rotavirus en secreciones respiratorias de nifios
con neumonia y se han aislade de la orofaringe de nifios con
problemas de vias respiratoria alta, antes de iniciar el cuadro
diarreico, lo que hace suponer la posibilidad de transmision por medio

de particulas en aerosoles y esto explicaria en parte el aumento de la



diarrea infecciosa aguda causada por Rotavirus en los meses frios,
semejante a las infecciones respiratorias.'>"’

El periodo de incubacion de la infeccioén por Rotavirus es de 24 a
72 horas, presentandose en un inicio vomifo abrupto como sintoma
principal acompanado de diarrea acuosa, la cual persiste por 5 a 8
dias y la mayoria de los pacientes presentan fiebre. 5"’

En humanos se excretan alrededor de 10" particulas virales
por gramo de heces y aungue la dosis infecciosa no ha sido
determinada, por daios obtenidos en estudios realizados en animales
se reporta que en cantidades minimas de heces hay suficiente
cantidad de virus para transmitir la infeccién.’>

En estudios realizados de biopsias en mucosa de infantes
hospitalizados por infeccion con Rotavirus, se han identificado las
siguientes lesiones: acortamiento y atrofia en las vellosidades
intestinales, desprendimiento prematuro e . infiliracion de células
mononuclieares en ldmina propia, distencion de las cisternas del

reticulo endoplasmico, hinchazén o aumento mitocondrial.’s%
1.6 EPIDEMIOLOGIA

Los Rotavirus han sido detectados en mas del 50% de los
lactantes hospitalizados por diarrea infecciosa aguda, durante los
meses de otofio e invierno en los paises de clima tempiado, v este
aumento de frecuencia disminuye notablemente en las otras

estaciones del afo. En los paises donde el clima es subtropical o
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tropical las infecciones ocurren durante todo el afio o0 presentan una
distribucion irregular.®

La frecuencia de diarrea infecciosa aguda causada por
Rotavirus, varia de region a region y de pais a pais, como se puede

observar en el cuadro siguiente.®* Cuadro 2

Cuadro 2.-Frecuencia de la infeccidn por rotavirus en diferentes

paises.?

r PAIS PORCENTAJE DE POSITIVIDAD ]
Finlandia 45 %
Inglaterra 445 %
Australia 42 %
Costa Rica 345 %
Bangladesh 321 %
EEUU 32 %
Japdn 31 %
Thailandia 29 %
Trinidad-Tobago 233 %
Calcuta India 22 %
Chile 211 %
Africa 13.8 %
Brasil 10.8 %

En México la frecuencia de aislamiento de los Rotavirus también
varia de un estado de la Repulblica a otro como se observa en el

cuadro siguiente.’40



Cuadro 3.- Frecuencia de la infeccion por rotavirus en diferentes

entidades del pais.™®

ESTADO PORCENTAJE N
Yucatan 32 %
Distrito Federal 25 %
Puebla 22 %
Guerrero 226 %
San Luis Potosi 138 %
Veracruz 10.1 %

Los estudios que se han realizado en paises desarrollados y en
desarrolio los Rotavirus son los agentes etioldgicos mas frecuentes
causantes de gastroenteritis en infantes menores de 2 afios de edad
en todo el mundo. Aungue la gastroenterilis se presenta con aila
frecuencia en los paises desarrollados, ia enfermedad tiene una baja
montalidad en esos paises. Anualmente en los Estados Unidos en el
grupo de 1 a 4 afios de edad se estima 1 millon de casos de diarrea
severa y 150 muertes. La alta morbilidad pero baja mortalidad se
puede atribuir al efectivo remplazamiento de los fluidos y electrolitos
perdidos durante la infeccion. Por otra parte, en un analisis realizado
en infantes menores de 5 afios de edad en paises subdesarrollados
se estimd que de los 125 millones de cascs analizados, cerca de 18
millones de estos fueron considerados severos y 873 000 infantes de

1-4 afios de edad mueren cada afio a causa de los Rotavirus. 2541
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En un estudio realizado durante un periodo de 8 afos (enero
1974 - julio 1982), el 34.5% de 1537 infantes admitidos en un hospital
en Washington D.C. fueron positivos a la infeccién por Rotavirus. Por
otra parte en dos estudios similares, uno en Australia y otro en el
Reino Unido, el 52% de los infantes con diarrea presentaron infeccion
por este agente.

En un estudio que incluye 6 352 pacientes tratados en el Centro
Medico en Bangladesh en un periddo de un afio, Rotavirus fue el
patbgeno mas frecuentemente detectado en nifios menores de 2 afios
de edad, con el 46% de infeccion, El siguiente agente mas importante
fue Escherichia coli con un 28%. Por arriba de los dos afios edad los
agentes bacieriales fueron mas frecuentes que Rotavirus.*

En un anélisis realizado en un hospital en Cairo, Egipto, se
demostrd que de 145 infantes menores de 18 meses de edad con
diarrea infecciosa aguda, el 34% se debio a la infeccion por rotavirus.

En un estudio realizado en Brasil durante un pericdo de 30
meses se reportd una mortalidad del 14% en nifios durante los
primeros 5 afos de vida; siendo los principales patégenos
involucrados Escherichia cofi Enterotoxigénica y Rotavirus, con un
21% y 19% respectivamente. ®

Diversos trabajos realizados a nivel mundial revelan que el
serotipo 1 se encuentra con mayor frecuencia, sin embargo, en un
estudio realizado en Meérida, Yucatan, México, se encontrd con mas
frecuencia el serotipo 4.%

En Australia, se reportd durante un periodo de 11 afios, al

serotipo 1 con mayor frecuencia en infantes hospitalizados con
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gastroenteritis. Una distribucidn similar de serotipos 1 predomino en

paises como Venezuela, italia y La Republica Central Africana.’®

1.7 DIAGNOSTICO

Las manifestaciones clinicas por si mismas no son suficientes
para llegar a un diagnostico etiologico de la diarrea infecciosa aguda
por Rotavirus, ya que estas son semejantes a las presentadas por las
infecciones bacterianas. El diagnéstico requiere la deteccion del
virus,®
Actualmente se utilizan las siguientes técnicas para el diagnostico de
los Rotavirus:

Microscopia Electrdnica (ME)

inmunomicroscopia Electrénica (IME)

Inmunoensayo Enzimatico (ELISA)

Electroforesis del RNA viral en geles de poliacrilamida

(ROTAFORESIS)

Aglutinacion en Latex

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

1.7.1 Microscopia Electrdnica: Inicialmente, la visualizacién
directa de material por microscopia electronica se utilizé para ia
deteccidbn de Rotavirus. Esta tiene [a ventaja de presentar una alta
especificidad, rapidez vy eficiencia. En general es de utilidad en casos
en gue no se tenga un alto numero de muesiras, y nos permite

diagnosticar brotes en tiempos muy cortos. La eficiencia de la ME se
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basa en que se encuentran de 107 a 10° particulas virales por ml de
- heces, lo que implica gran facilidad para la observacion microscopica.
Ademas, la morfologia de esie virus es muy caracteristica y no se
puede presentar confusion con otros agentes y ademas de que se
pueden detectar otros virus simultdneamente. La microscopia
electronica continua siendo muy importante en el diagnoéstico de
enfermedades causadas por rotavirus y se utiiza frecuentemente

cuando existen discrepancias con otras técnicas. 14

Figura 1.2 Microscopfa electronica

1.7.2 Inmunomicroscopia Electronica: Es una variante del
método anterior pero con el usc de anticuerpos que inducen la
aglutinacién de particulas virales. Se utiliza cuando se desea tipificar a
los Rotavirus pero es indispensable disponer de los anticuerpos
monoclonales especificos correspondientes para que pueden

diferenciarse grupos, subgrupos y serotipos.'*®
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1.7.3 Inmunoensay0 Enzimatico (ELISA): Se basa en Ia
deteccion de antigeno viral especifico empleando inmunocensayos. Es
ia técnica mas utilizada en el diagnostico clinico, ya que es facil de
realizar, reporta buena sensibiidad y especificidad; se puede
individualizar o procesar gran cantidad de muestras y en la actualidad
es economica.*

Comercialmente se encuentran disponibles los ELISA para
detectar los Rotavirus del grupo A. De acceso experimental puede
conseguirse ELISA que permita identificar os subgrupos {1 0 i) y los
serotipos, esios emplean anficuerpos monoclonales y se usan casi
exclusivamente en estudios especificos epdemioldgicos o de control
de poblaciones vacunadas.'®%

1.7.4 Electroforesis de RNA viral en geles de poliacrilamida
(ROTAFORESIS): Esta metodologia se basa en la deteccion directa
det RNA viral a partir de materia fecal; la cuai es depositada en un gel
de poliacritamida y después de someterla al paso de corriente y
posterior tincion con nitrato de plata se visualiza un patron
electroforético de 11 segmentos de RNA caracteristico del genoma de
ios Rotavirus 2%

El patron de migracidon depende de la cepa, por lo tanto existen
variaciones ligeras entre cada muestra analizada, pero se presentan
dos patrones generales definidos por la mayor o menor migracion de
los segmentos 10 y 11 de RNA denominados “cortos” y “largos”.
Existe un ensayo, desarrollado en México por el Dr. Emilio Espejo y

colaboradores que permite realizar esta técnica en laboratorios con un
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minimo de equipamiento especial; esta técnica se ha llamado
ROTAFORESIS.MY

1.7.5 Aglutinacion en Latex: Es una prueba cualitativa para la
deteccion directa de antigeno de Rotavirus en muestras fecales
humanas, esto permite la deteccion de los Rotavirus del grupo A en un
tiempo de 10 minutos. En este procedimiento se aplica el principio de
aglutinacién en latex, estas particulas son mezcladas con una
suspension fecal contiene antigeno de Rotavirus ocurre una reaccion
de aglutinacién macroscopicamente visible. '

1.7.6 Reaccion en Cadena de la Polimerasa: Se basa en la
amplificacion del material genético, DNA, para su posterior analisis y
se ha convertido en una herramienta indispensabie tanto en la
investigacion basica como en el diagnostico.*®

La técnica de PCR ha tenide un impacto muy grande en el
diagnostico vy tipificacién debido a que tiene gran sensibilidad (puede
detectar hasta 2pg de RNA viral), ademéas de que permite tener
resultados en unas cuantas horas.

La tipificacion de Rotavirus se realiza mediante una RT-PCR
{transcripcion reversa de RNA a cDNA} a partir de materia fecal
realizando una extraccidon de RNA viral y utilizando oligonucleétidos
especificos para grupo (A, B y C) y para serotipo (1-4, 8 y 9) del

segmento O {6 segmento 8) que codifica para VP7.44°
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1.8 SINTOMATOLOGIA CLINICA

Los aspectos clinicos de la infeccion por Rotavirus varian segun
las condiciones nutricionales y la edad de los pacientes. El periodo de
incubacién es corto, de 24 a 72 horas y la eliminaciéon de particulas
virales se produce de uno a siete dias después de la infeccidn, sin
embargo, se han reportado casos donde la eliminacién de estas se
prolonga hasta 13 dias después de finalizar el cuadro clinico.*®

La enfermedad se inicia con un brusco ataque de diarrea que
puede O no asociarse con vomito e hipertermia. Algunos estudios
realizados en pacientes hospitalizados reportan que el vémito es un
hallazgo constante e inclusive puede ser el primer sintoma en
aparecer. Aproximadamente entre el 80% at 90% de los pacientes
presentan vomito y fiebre no mayor de 39¢C.**8

Las heces son acuosas, por lo comdn no contienen sangre o
leucocitos. El periodo de la enfermedad es de tres a nueve dias. La
compticacion clinica mas frecuente es la deshidratacion, que cuando
no es tratada a tiempo puede ocasionar la muerte. También ocurren
infecciones por Rotavirus en los adultos pero por lo general es
asintomética y cuando se presentan datos clinicos, éstos son leves.™

La infeccion por Rotavirus produce un espectro de respuestas
que varfa de infeccion subclinica, ligera diarrea, @ una severa y
ocasional fatal deshidratacion.'®°

Los niflos menores de tres meses y los adultos se infectan, pero
frecuentemente esas infecciones son asintomaticas o muy leves. Los

sintomas mas graves se presentan en nifios de 6 a 24 meses,

25



presentandose en forma mas leve conforme el nifio aumenta de
edad.>

Este cambio en patogenecidad, puede deberse a la presencia de
anticuerpos formados contra diferentes serotipos y que proporcionan
proteccidon cruzada, asi como el hecho de que a mayor edad del
paciente, las células epiteliales intestinales estan mas maduras.

LLa desnutricion juega un pape! muy importante para incrementar
la severidad de las manifestaciones clinicas en humanos durante la
infeccién de Rotavirus."'>"

En un estudio en infantes en el Hospital National Medical Center
de Washington, D.C., se realiz6 una comparacion entre 78 pacientes
hospitalizados con Rotavirus y 72 pacientes hospitalizados con una
diarrea que puede no ser asociado con Rotavirus. La mayoria de
ambos pacientes presentaron una temperatura de aproximadamente
38°C. El grupo de pacientes infectados con Rotavirus presentd mayor
frecuencia en sintomas como vomito y deshidratacion en comparacion
con el otro grupo. La duracion de vomito fue mas largo en RV positivo
que en el RV negativo (2.6 dias y 0.9 dias respectivamente). En
diarrea (5 dias y 2.6 dias respectivamente). Estos estudios revelan la
alta frecuencia de vomito y deshidratacion asociada con enfermedad

rotaviral.2®
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1.8 INMUNIDAD

La infeccion por Rotavirus induce una respuesta inmune
homotipica y heterotipica que se asocia a proteccion cruzada. Se ha
demostrado gue las infecciones neonatales por Rotavirus no confieren
inmunidad contra reinfecciones con otras cepas, pero si protegen
contra el desarrollo de diarrea severa. Existe informacién gue indica
que la proieccién contra la diarrea esia mediada principalmente por
anticuerpos neutralizantes presentes en el lumen de! intestino y que
los anticuerpos séricos tienen poca influencia.*

Posiblemente, un alto nivel de anticuerpos contra Rotavirus
adquiridos transplacentariamente pueden ser responsables de la
relativa resistencia a la enfermedad durante la infeccién neonatal, sin
embargo, debe de ser totalmente comprobado."”

La infeccion de Rotavirus en neonatos no permite gue se
presente una proteccidon en una reinfeccion, pero esta induce una
parcial resistencia a la enfermedad durante la reinfeccion. Estos
hallazgos son de importancia para el desarrollo de una
inmunoprofilaxis efectiva para la enfermedad por estos agentes.®

En dos estudios realizados con neonatos quienes fueron
alimentados de leche materna y otros fueron alimentados de leche de
formula, se observd que los neonatos alimentados de leche materna
presentaron una parcial resistencia a la infeccién por los Rotavirus
durante la infancia en comparacion a los que fueron alimentados con
leche de formula. También se observo que los neonatos quienes

fueron alimentados de leche materna liberaron menor cantidad del



virus que los neonatos quienes fueron alimentados con leche de
formula.®

1.10 TRATAMIENTO Y PREVENCION

No hay tratamientos especificos para las gastroenteritis virales,
aunque la identificacion de los virus involucrados, que puede
realizarse rapidamente, evita el tratamiento antibacteriano con
antibioticos, el cultivo bacteriolégico que puede tomar de dos a tres
dias o los examenes coproparasitoscopicos y pueden estabiecerse
medidas de control adecuadas para evitar su transmision.”’

La forma de tratar a la diarrea infecciosa aguda por Rotavirus es
reemplazando liquidos y electrolitos por via oral y en caso de
intolerancia oral la via de administracidon debe ser intravenosa. Se
debe de confinuar con la alimentacion en forma normal y no indicar el
ayuno.

En la terapia de la rehidratacion oral para la gastroenteritis las
soluciones que se utilizan contienen glucosa o sacarosa. L.a sacarosa
puede ser empieada como substituto de la giucosa pero sigue siendo
preferible la glucosa.>#®

Para disminuir la morbilidad de la diarrea infecciosa aguda
causada por patdgenos initestinales, se debe de brindar una
infraestructura adecuada para una mayor higiene de la comunidad
como son: agua potable, eliminacion adecuada de las excretas y
sobre todo una buena higiene personal. Sin embargo, esta utopia es

més dificil de lograr que una vacuna y es por esta razdn que en los
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Gitimos afios se han realizado varios estudios de campo evaluando la
seguridad, inmunogenecidad y eficacia de varias vacunas orales para
la prevencion de la diarrea por Rotavirus.®

El propésito de una vacuna para los Rotavirus deberia ser la de
prevenir la gastroenteritis severa durante los primeros dos afios de
vida de los infantes siendo el periodo mas critico de la enfermedad.
Evidencias considerables de estudios en animales indican que ia
inmunidad local intestinal juega el papel importante en resistencia a la
infeccidn por Rotavirus. Estas observaciones sugieren gue para que
sea efectiva la vacuna, depende de gran manera, la capacidad de la
misma para estimular anticuerpos intestinales de tipo IgA y ofras
formas de inmunidad local.™

A la fecha se han desarrollado vacunas con cepas animales de
rotavirus atenuados tales como la NCDV (RIT4237) y WC3 de
bovinos, y la cepa RRV de mono rhesus. Estas vacunas han sido
efectivas en algunas ocasiones pero en ofras han resultado
moderadamente efectivas. Esta variabilidad puede deberse a que las
vacunas son monovalentes y no protegen contra los 4 serotipos
epidemioldgicamente mas importantes, Por lo tante, se ha
desarrollado una modificacion a estas vacunas incorporando el gen
que codifica para la capside externa VP7 de cepas humanas por
medio de ingeneria genética. Estas vacunas estan siendo actualmente

evaluadas en diferentes localidades.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Analisis de la infeccién por Rotavirus en nifios con gastroenteritis
aguda de dos hospitales pediatricos (Hospital Infantil de México, D.F.
y Hospital del Nifio Poblano, Puebla).

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

-Diagnostico de Rotavirus por la técnica de Rotaforesis en nifios

con gastroenteritis aguda de dos hospitales pediatricos.

-Analisis de los electroferotipos que se presentan con mayor

frecuencia en las muestras positivas a Rotavirus.

-Anaiizar ia diversidad de los electroferotipos.

-Correlacionar la infeccion por Rotavirus y algunas

caracteristicas clinicas.

[
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3. JUSTIFICACION

La gastroenteritis provocada por rotavirus es una enfermedad
muy comin gue se presenta en forma endémica ¢ epidémica y afecta
a sujetos de todos los grupos de edad, principalmente nifios menores
de 3 afos. En los adultos frecuentemente ia infeccién es asintomatica

0 se presenta levemente.

Acerca de la frecuencia real de la infeccidon por agente en
nuestro pais se conoce muy poco, por lo que es de gran importancia
realizar estudios encaminados a conocer el panorama epidemioldgico

que presentan los rotavirus.

En este frabajo se realizara el diagnostico de la infeccion por
rotavirus por la técnica de rotaforesis, la determinacion de los
patrones electroforéticos asi como el analisis de la diversidad de
electroferotipos que se encuentran en dos entidades de la Republica

Mexicana (Hospital Infantil de México y Hospital del Nifio Poblano).
La aplicacion de técnicas tales como la Rotaforesis y PAGE al

10% son herramientas Gtiles en el laboratorio para el diagndstico,

determinando andélisis de los patrones electroforéticos.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 MATERIAL

- Tubos Eppendorf de 1.5 mil.

- Aplicadores de madera.

- Pipetas Pasteur.

- Juegos de vidrios de 7.5 x 6.5 cm.
- Separadores de tefion.

- Pinzas.

- Peines de 9 pozos.

- Buibos de hule.

- Pipetas graduadas de 2,5y 10 ml.
- Guantes desechables.

- Perillas reguladeras de tres salidas.
- Gradillas.

- Papel parafilm.

- Papel egapake.

- Placas de plastico de 96 pozos.

- Micropipetas de 100 ul.

- Micropipetas multicanal de 200 ul.
- Vasos de precipitado de 25, 50 y 100 ml.
- Puntas de 200 ul.

- Ultracentrifuga clinica.

- Agitador vortex GENIE-2 VWR.
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- Camara vertical para electroforesis BIO-RAD.

- Camara horizontal para electroforesis 20 x 10 em.
- Fuente de poder de 200 V. BIO-RAD.

- Espectrofotometro.

- Estufa.

- Refrigerador.

4.2 MATERIAL BIOLOGICO

- Materia fecal (extraccion det RNA viral positivo).

4.3 REACTIVOS

- Solucién “A” 5X {Mercaptoetanol, SDS, EDTA, TRIS).
- Solucion “B” (Fenol).

- Solucién “C” 10X (Xilene cianol).

- Solucion “D" 10X (Tris-base, glicina, agua destilada estéril).
- Solucion “E” 10X (Etanol, Formaldehido).

- Sojucién *F* 100X (Nitrato de plata).

- Solucion “G” 125X (Formaldehido, NaOH).

- Acido Acético Glacial at 0.1%.

- Bis-acrilamida.

- Persulfato de Amonio al 2%.

- Tetrametilenendiamina (TEMED).

- Solucién de Tris (pH 8.8).

- Agarosa al 1%.
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- Agua destilada esteri.
4.4 METODOLOGIA

4.4.1 ROTAFORESIS

En una técnica que se basa en la deteccion directa del RNA viral
a pardir de muestras de heces, sometidas a un corrimiento
electroforético en un gel de poliacrilamida y posteriormente tefiidas
con Nitrato de Piata.

La técnica consiste en los siguientes pasos:

A. Extraccion del RNA viral

A.1. Se coloca en un tubo eppendorf 200 x| de materia fecal. (Si

las heces son de consistencia solida, se coloca 1gr de la

muestra en 200 pl de solucion salina fisiolégica y mezclar con

vortex).
A.2. Se centrifuga a 5 000 rpm durante 15 minutos.
A.3. Se separa el sobrenadante y se coloca en un tubo hasta su

utitizacion,
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A.4. Colocar 2004l del sobrenadante y anadir 200 ui de la

solucion “A”,

A.5. Mezclar la solucion anterior y agregar 200 ul de la solucion “
B

A.6. Mezclar, agregar 200 pl de cloroformo y volver a mezclar en

un agitador vortex.

A.7. Centrifugar a 7 500 rpm durante 15 minutos.

A.8. Se toma el sobrenadante pasandolo & otro tubo y

almacenarip ade C,

B. Preparacion del gel de poliacrilamida al 5%.

B.1. Se lavan los dos vidrios con extran y se secan

perfectamente.

B.2. Colocar los separadores de teflén y el peine entre los
vidrios.

B.3. Sellar con agarosa tres lados de los vidrios v colocar 1

pinza por cada iado de los vidrios que se selio.



B4. En un vaso de precipitado de 50 ml colocar las
siguientes soluciones: 1.32 ml de Bis-Acrilamida, 2 ml de
solucién de Tris a pH 8.8, 4.56 ml de agua destilada estéril,

480u! de Persulfato de Amonio al 2% y 10ul de TEMED.

B.5. Se mezcla suavemente y posteriormente se llena el espacio
que hay entre los vidrios. (El llenado tiene que ser rapidamente
por que se corre el riesgo de que se polimerize la solucién antes

de terminar de iienar el espacio).

B.6. Una vez polimerizada la solucién se saca el peine de entre
los vidrios y se procede a secar los pozos con un papel
absorbente hasta que queden perfectamente secos, quedando

listo el gel para poder colocar la muestra dentro de los pozos.

B.7. Posteriormente se funde la solucidén “C" en un homo de
microondas © en bafo de agua hirviente. Se adiciona una gota
de fa solucion “C” a un tubo que contenga 80 ! de la muestra

problema.
B.8. Se coloca la muestra en los pozos del gel, una vez

gelificado el gel y los pozos, se desprende el separador inferior

guitando tambien las pinzas.
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C. Corrimiento Electroforético.

C.1. Se coloca en la camara de electroforesis 250 ml de la
solucion “D” y posteriormente el gel de tal manera que los pozos

queden hacia el polo negativo de la camara.

C.2. Se conectan los electrodos a la fuente de poder y esta se
pone a 40 V aumentandola a 60 V,; el corrimiento es de 2 hrs.
aproximadamente hasta que todo el colorante haya salido del

gel.

C.3. Se coloca un refrigerante debajo de la cémara de
electroforesis para evitar que el gel pierda consistencia por el
calentamiento de! mismo corrimiento electroforético.

D. Tincion de! Gel.

D.1. Se retira el ge! de los vidrios y se hace un pequefio corte en

la parte inferior del primer carril.

D.2. Se coloce el gel en fa solucion “E” durante 30 minutos.

D.3. Se retira la solucion anterior y se adiciona la solucién “F”

durante 30 minutos.
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D.4. Se retira la solucidn “F" y se hacen dos lavados

rapidamente con agua destilada estéril.

D.5. Adicionar la solucién “G" y agitar levemente hasta la
observacion de los segmentos ¢ bandas en el carril de la

muestra del control positivo.

D.6. Retirar ia solucion “G” y detener la reaccién con una
solucion de Ac. Acético Glacial al 1%. Durante toda la técnica se

utilizan guantes desechabies.

442 DETERMINACION DE LA DIVERSIDAD DE
ELECTROFEROTIPOS

La diversidad de elctroferolipos se refiere a las diferencias que
se presenta en la migracion de los 11 segmentos de dsRNA de cepas

virales con un mismo patron electroforético.

La determinacion de la diversidad se realizé mediante ia técnica
de PAGE al 10%, la cual presenta el mismo fundamento que la
Rotaforesis solo que el corrimiento electroforético se realiza
verticalmente en una camara Mini Protean I de BIO-RAD durante 14

horas y con una concentracion de poliacrilamida del 10%.
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Procedimiento:

A.- Extraccién del RNA viral,

Se utilizaron los mismos exiractos obtenidos en la Rotaforesis.

B. Preparacion del gel de poliacriiamida al 10%,.

B.1. Se iavan los dos vidrios con extran y se secan

perfectamente.

B.2. Colocar los separadores de tefidn y el peine entre ios

vidrios.

B.3. Montar los vidrios en el soporte de la camara BIO-RAD
procurando que quede perfectamente sellado para evitar que la

solucion de mondmeros se derrame.

B.4. En un vaso de precipitado de 30 m! colocar las siguientes
soluciones: 2.7 ml de Bis-Acrilamida, 2 mi de solucién de Tris a
pH 8.8, 3.2 ml de agua destilada eséril, 480 nl de Persuifato de

Amonio al 2% y 10 ul de TEMED.

B.5. - B.7. Igual que en la Rotaforesis.
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B.8. Se coloca la muestra en los pozos del gel, una vez

gelificado el gel y los pozos se realiza el corrimiento
electroforético.

C. Corrimiento Electroforético.

C.1. Se coloca en la camara de BiO-RAD 750 mi de la solucion
“D” y posteriormente el gel en el soporte que contiene los
eiecirodos.

C.2. Se conectan los electrodos a la fuente de poder aplicando
una corriente de 100 V; el comrimienio es de 14 hrs.
aproximadamente en refrigeracion.

D. Tincidn del Gei.

Se realiza de la misma manera que en la rotaforesis.
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5. RESULTADOS

Se trabajaron 258 muestras de materia fecal del Hospital Infantil
de México para el diagnostico de Rotaviurs por la técnica de
Rotaforesis, de las cuales 153 fueron positivas (59%) y 105 fueron
negativas (41%), en el periodo de un afio (Diciembre de 1994 a
Diciembre de 1995). Cuadro 5.1y Gréfica 5.1.

En el Hospital dei Nifio Poblano se trabajaron 333 muestras de
las cuales 131 fueron positivas (39%) y 202 fueron negativas {61%),
en el periodo de un afo (Diciembre de 1994 a Diciembre de 1995).
Cuadro 5.1 y Grafica 5.1.

Se realizd ef diagnostico de Rotavirus a [o largo de todo el afio y
se determind la frecuencia mensual del nimero de casos positivos en

ambos hospitales como se muestra en el cuadro 5.2 y grafica 5.2.

En la determinacién del patron electroforético de Rotavirus,
mediante PAGE al 10% en camara BIO-RAD, se observaron los
patrones “largos” en un 89 y 91% vy los patrones “cortos” en un 9 y
10% en ambos Hospitales. Cuadro 5.3 y gréfica 5.3.

El sexo masculino fue el mas afectado con 100 casos (65 % ) en
comparacion con el femenino el cual presentd 53 casos (35%) para el
HIM. Para el HNP el sexo mas afectado fue el masculino con 79 casos
(60.3%) v 52 del femenino (39.7%). Cuadro 5.4 y gréfica 5.4.
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El grupo de edad de 7 a 12 meses de edad coincidié ser el mas
afectado en los dos hospitales. En el HIM los grupos de edad de 0 a 6
y 13 a 18 meses de edad ocuparon el segundo y tercer lugar
respectivamente. Por otra parte, en el HNP los grupos de edad de 13
a 18 y 0 a 6 meses de edad ocuparon el segundo y tercer lugar

respectivamente. Cuadro 5.5 y grafica 5.5.

Los resultados obtenidos de las encuestas nos permite destacar
un analisis de las principaies caracteristicas clinicas, tales como
fiebre, vomito, consistencia de la muestra, que presentaron los
pacientes durante el periodo de estudio. Los resultados se resumen

en el cuadro 5.6 y grafica 5.6.

Se realizd el analisis de la diversidad de los patrones
electroforéticos en 100 muestras (50 del HIM y 50 del HNF) las cuales
se escogieron aleatoriamentie. Se encontraron un total de 13
electroferotipos que en nuestro estudio denominados arbitrariamente
del E1 al E13 para este estudio. El patrén electroforético que
predomind duranie todo el estudio en ambos hospitales fue el E1 con
un 58% vy 64% respectivamente, cuadro 5.7. La diferencia entre todos
los electroferotipos se mostrd principalmente en el tercer blogue
(segmentos 7,8,9), ademas de también presentar diferencias en los
otros tres bloques. En las figuras 5.1, 5.2, 5.3 y 5.4 se presentan la

circutacion de los 13 electroferotipos.
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No. DETASUS o, | NO.DECASCS

EN EL HIM. EN EL HNP,
MUESTRAS 153 59 131 19
POSITIVAS
MUESTRAS
105 4]
NEGATIVAS 202 61
MUESTRAS
TOTALES

%

TOTALES

W NEGATIVAS

. POSITIVAS

Cuadro 5.1 y gréfica 5.1.- Diagnostico de infeccidn por rotavirus en
el HiM y HNP, diciembre 1994-diciembre 1995.
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ARG I MES MUESTRAS POSITIVAS | MUESTRAS POSITIVAS
ENEL HIM. ENEL HNP.
1994 | DICIEMBRE 42 12
1995 ENERO 10 64
1995 | FEBRERO 17 6
1995 MARZO 4 28
1995 ABRIL 2 2
1995 MAYO 1 1
1995 JUNIO 3 8
1995 TULIO 1 1
1995 | AGOSTO 2 2
1995 | SEPTIEMBRE 2 1
1995 | OCTUBRE 8 1
1995 | NOVIEMBRE 31 2

DICIEMBRE

Cuadro 5.2. Frecuencia mensual de los casos positivos a rotavirus,
en el HIM y HNP, diciembre 1994-diciembre 1895.
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No. DE CASC

Grafica 5.2. Frecuencia mensual de los casos positivos a rotavirus, en
el HIM y HNP, diciembre 1994-diciembre 1995,
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MUESTRAS

H.IM.

PATRON PATRON
POSITIVAS LARGQ CORTGC
153 139 i4

100%

91%

9%

No. DE CASOS

PATRON |
LARGO

Z o o
Sr < 2
Ee £
<O n <
o © Wy
2r
=

E
=

PATRON {

PATRON
LARGO
CORTO

MUESTRAS |
TOTALES |

Cuadro 5.3 y grafica 5.3. Frecuencia de los patrones electroforéticos

en el HIM y HNP, diciembre 1994-diciembre 1995.
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SEXO FR]?CUENCIA % FRECUENCIA o,
EN EL H.IM. EN EL H.N.P.
MASCULINOG 100 65 79 60
FEMENINO 33 35 52 40

%

aHiM

oHNP

MASCULIND
FEMENIND S

MASCULING

FEMEMMND

Cuadro 5.4 y gréfica 5.4. Prevalencia del sexo en los casos positivos a

rotavirus en el HiM y HNP, diciembre 1994-diciembre 1995.
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B.LM. HNP, 1

GRUPC DE EDAD T
(MESES) FRECUENCIA o FRECUENCHA o
a6 44 2875 32 24 42
a2 59 38.56 45 3435

%o

sHIM
oHNP,

0AB 7A12 13A18 19A 24 25 A 30 31A 36

GRUPC DEEDAD

Cuadro 5.5 y gréfica 5.5.- Frecuencia de casos positivos a Rotavirus

en diferentes grupos de edad en el HIM y HNP, diciembre 1994-

diciembre 1995.
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MUESTRAS | PRESENCIA AUSENCA I DIARREA [ DIARREA DIARREA
HOSPITALES| POSITIVAS DEVOMITO | DEVOMITO | TEMP > 37 TEMP. <37 ACUOSA | A MOCD A/SANGRE

HIM 153 {100%%) 83% 2% 5% 43% §% 0%

3%

HNP. 131 (10004} 8% 2% 63% kY 8% 10%

5 PRESENCIA DE
VOMITO

AUSENCIA DE VOMITO

%

= TEMP.>37 C

mTEMP.<37 C

@D. ACUOSA
m D. ACUOSAMOCO

§D. ACUOSA/SANGRE

Cuadro 5.6 y grafica 5.6. Analisis de ia sintomatologia clinica de los
pacientes infectados por rotavirus en el HIM y HNP, diciembre 1994-
diciembre 1995,
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P.E. H.ILM. % H.N.P. %
El 29 58 32 64
B2 4 8 8 16
E3 0 0 3 6
E4 6 12 2 4
E5 1 2 1 2
ES 0 0 1 2
E7 0 ¢ 1 2
E8 0 0 1 2
E9 0 0 1 2
E10 1 2 0 0
Ell 3 6 0 0
E12 5 10 0 0
Ei3 1 2 0 0

50

|
|ToTAL 50 100 | 50 100 I

Cuadro 5.7. Anélisis de !a diversidad de electroferotipos.



Figuras 5.1 y 5.2. Geles de poliacrilamida al 10% teflidos con nitrato
de plata. Diversidad de elecetroferotipos del Hospital Infantil de

México.

: 2

Figuras 5.3 y 5.4. Geles de poliacrilamida al 10% tefiidos con nitrato

de plata. Diversidad de elecetroferotipos del Hospital del Nifio

Poblano.

51



6. ANALISIS DE RESULTADOS

Se determind la infeccion por Rotavirus en 591 muestras
fecales; procedentes del Hospital Infantil de México (258 muestras) y
del Hospital del Nifio Poblano (333 muestras). Se obtuvieron
resultados positives en 153 y 131 muestras respectivamente,
correspondiendo al 59 y 39%. De acuerdo con lo que marca la
literatura, en este trabajo se obtuvieron los porcentajes esperados los
cuales se encuentran dentro de los rangos que marcan otros trabajos

realizados.

En Meéxico la frecuencia de aislamiento de Rotavirus también
varia de un estado de la Republica a ofro; como se observé en éste

trabajo en el cual la mayor frecuencia se presentd en el H.I.M. que en
el H.N.P.

La recoleccion de las muestras fué durante el periodo: Diciembre
de 1994 a Diciembre de 1995; en el H.L.LM. el mes de Diciembre de
ambos &afios y Noviembre dei 85 se observo el mayor ndmero de
casos, mientras que para el H.N.P. fueron: Diciembre del 94, Enero y
Marzo del 95. Se observa gque en los meses donde se presentaron el

mayor numerc de casos fueron los meses frios o invernales.

Se sabe que la transmision del virus es por via fecal-oral por lo
que el agua y los alimentos son una fuente de infeccidn importante, se

ha detectado Ag de Rotavirus en secresiones respiratorias de nifios
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con neumonia antes de iniciar ei cuadro diarreico, |0 que hace
suponer la posibilidad de transmisién por medio de particulas en
aerosoles y esto explicaria en parte el aumento de la diarrea
infecciosa aguda causada por ios Rotavirus en los meses frios
semejantes a los meses de mayor incidencia por ias infecciones

respiratorias.

En los paises donde el clima es subtropical ¢ tropical, las
infecciones ocurren durante todo el afio o presenian una distribucion

irregular.

Se ha reportado que el 50% 6 méas de casos detectados por
Rotavirus en los lactantes hospitalizados por diarrea infecciosa aguda
ha sido durante los meses de Otofio e invierno; en los paises de clima
templado y éste aumento de frecuencia disminuye notablemente en

las otras estaciones del afio.

Por medio de la electroforesis en geles de poliacrilamida, los 11
segmentos de RNA de los Rotavirus puede ser separados de acuerdo
a sus diferentes pesos moileculares. Cuando existe mayor peso
molecular del segmento 11 se dice que el electroferotipo pertenece al
patron “corto” y cuando es de menor peso molecular del segmento 11
pertenece al patrén electroforético “largo™; es decir a mayor peso
molécular el segmento 11 migrara menor distancia en el gel y cuando
sea de menor peso molécular el segmento 11 migrara mayor distancia
en el gel.
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Los subgrupos caracterizados hasta ahora son ilamados ! y .
Podemos mencionar que casi todos los Rotavirus del grupo A, de
patron electroforético “corto” pertenecen al subgrupo | y dentro de este
subgrupo a los serotipos 2, 8; y los de patron “largo” pertenecen al

subgrupo Il y dentro de este subgrupo a los serotipos 1, 3, 4, 9.

El patron electroforético “largo” se presenté para el H.LLM. en 13Q
muestras (91%), y para el HN.P. en 117 (89%), éste tipo de patrén
corresponde al subgrupo ii; el patron electroforético “corto” se obtuve
en menor porcentaje para los dos hospitales (H.I.M. y H.N.P.) fueron
14 muestras que representaron el 8 y el 11% respectivamente; las

cuales se clasifican dentro del subgrupo 1.

En ambos hospitales el sexo mas afectado fue el masculino
correspondiendo al 65% (H.l.M.) y 60% (H.N.P.), mientras que el sexo
femenino presentd el 35% y el 40% respectivamente. En otros

trabajos realizados no se ha reportado ha que se deba esta diferencia.

La enfermedad producida por la infeccidn con Rotavirus varia
segun la edad del hospedero y sus condiciones nutricionales. La
frecuencia de la infeccidon con manifestaciones ciinicas es baja en
nifios de 1 a 6 meses de edad, despues aumenta considerablemente
la frecuencia de 6 meses a 3 ahos de edad y disminuye de nuevo en

los nifios mayores de 3 afios.
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En ei presente trabajo el grupo de edad de 7 a 12 meses de
edad coincidio ser el mas afectado en los dos hospitaies. En el H.ILM.
represent6 59 casos (38.56%), ocupando el segundo lugar el grupo de
0 a 6 meses con 44 casos (28.75%), seguido del tercer lugar el grupo
de 13 a 18 meses con 38 casos (24.83%). Para el H.N.P. el primer
grupo representé 45 casos (34.35%), el segundo grupo fue el de 13 a
18 meses con 41 casos (31.29%) vy por ultimo el grupo de 0 a 6

meses con 32 casos (24.42%).

Generalmente la enfermedad se inicia con un brusco ataque de
diarrea que puede asociarse con vomito e hipertermia;
aproximadamente entre el 83 y 78% de los pacientes presentaron
vomito y fiebre no mayor de 39°C. La materia fecal es acuosa, por lo
comin no contiene sangre o leucocitos. La complicacion clinica mas
frecuente es la deshidratacion; los pacientes en el H.ILM. y HN.P.
presentaron de promedio de 10 y 12 evacuaciones por dia
respectivamente, en algunos pacientes llegaron a presentar hasta 40

evacuaciones diarias.

La sintomatologia presentada en los 153 pacientes positivos a la
infeccion de Rotavirus en el H.I.LM. fue la siguiente: 127 casos (83%)
tuvo vomito; 124 casos (87%) presento diarrea aguda, de este

porcentaje 14 (10%) presentd moco y 4 (3%) con sangre.
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De los 153 pacientes, 87 (57%) presentaron temperatura
superior a los 37°C los restantes 66 pacientes (43%) no presenté una

temperatura tan elevada.

En el HN.P. los 131 pacientes positivos a Rotavirus presentaron
la siguiente sintomatologia: 102 pacientes (78%) padecieron vomito,
114 personas (87%) tuvieron diarrea aguda, de estos 13 (10%)

presentd moco y 4 (3%) con sangre.

En 82 de los pacientes (63%) tuvieron temperatura mayor de

37°C, los 49 pacientes restantes {37%) no supero esta temperatura.

En analisis realizado de la diversidad de electroferotipos reveld
la circulaciéon de 13 patrones diferentes lo cual nos indica la gran
diversidad que existe en la circulacién de cepas con patrén
electroforético diferente, sin embargo, cabe mencionar que el patron
E1 (80%) fue el que predomind en ambos hospitales y posiblemente
se trate de una misma cepa, no obstante es necesario realizar la
tipificacién de estas cepas debido a que pueden existir cepas que
presenien el mismo serotipo vy ser de patron electroforético diferente v
por el contrario, cepas con el mismo electroferotipo pero que

pertenezcan a serotipos diferentes.
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7. CONCLUSICONES

Los resultados en cuanto a la infeccidn de los Rotavirus fueron
los esperados como marca la literatura (del 35-50% de positividad) en
el H.IM. con un 59% y en el HN.P. en un 41% en relacién a las

muestras totales.

La técnica de Rotaforesis resulto ser un método de alta
confiabilidad para el diagnéstico de los Rotavirus a partir de muestras
de materia fecal, mostrando una alta especificidad y sensibilidad
ademas de ser una fécnica muy econdmica que se realiza en poco

tiempo.

En este estudio mediante la técnica de PAGE se observo la
presencia de patrén electroforético “largo” en la mayoria de los casos,
correlacionando generaimente con el subgrupo H y mostrando ia
posible circulacion de ios serolipoes 1, 3, y 4 que son los gque
presentan una mayor f{recuencia en estudios epidemioldgicos

anteriormente realizados.

En cuanto a la diversidad de los electroferotipos podemos
concluir que Ia circulacién de cepas con patrdn electroforético
diferente se esta presentando en nuestro pais obteniendo una gran
diversidad de electroferotipos debido a la heterogeneidad que
presentan las cepas de rotavirus. Seria de gran interés realizar un

estudio correlacionando la diversidad de los electroferotipos con la
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circulacion de los serotipos con la finalidad de conocer parametro

molecular (il en la epidemiologia de estos agentes.

Las manifestaciones clinicas presentadas en |a infeccion por los
Rotavirus no son suficientes para liegar a un diagnostico etiologico de
la diarrea infecciosa aguda ya que estas son semejantes a las
presentadas por las infecciones bacterianas. En este trabajo se
observd que la infeccibn predomino en el sexo masculino y
observandose la presencia de vomito y temperatura mayor a los 37°C

en los dos hospitales.
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