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RE SUMEN 

Un panel de anticuerpos monoclonales específicos de serotipos G y P, asi 
como cepas de rotavirus rearreglantes que expresan una de las proteínas de 
superficie de origen humano, se utilizaron para caracterizar, mediante un ensayo 
inmunoenzimático y neutralización de focos infecciosos, las cepas presentes en 
heces y la respuesta inmune humoral de sueros pares obtenidos de niños con una 
infección natural de rotavirus. Las cepas y sueros fueron obtenidos de infantes 
con o sin diarrea en la Ciudad de Monterrey, N. L. México, durante el período de 
Octubre de 1994 a Febrero de 1995. 

De 860 muestras de heces fecales analizadas, 392 (46%) fueron positivas 
para rotavirus; de éstas, 337 (64%) procedían de pacientes sintomáticos y 55 
(17%) de asintomáticos. La caracterización molecular de la cepa infectante se 
realizó en 139 muestras, encontrando un predominio del serotipo G1 (43.1%), 
seguido por G3 (27.3%). En ambos casos, el serotipo P correspondió a P1A. 

Por otra parte, en 80 sueros de fase aguda y convaleciente de niños con 
gastroenteritis viral, se cuantificaron los niveles de anticuerpos IgM e IgG. Los 
resultados mostraron predominancia de altos títulos de IgM, tanto en sueros de 
fase aguda como convaleciente, indicando que estas infecciones fueron de 
naturaleza primaría. 

El análisis de neutralización de focos infecciosos para diferentes serotipos 
G y P, mostró seroconversión en 51 (63.7%) de los sueros. De éstos, en 26 (51%) 
de los casos, la respuesta fue homologa mientras que en los restantes 25 (49) fue 
de tipo heteróloga. Entre los sueros con reacción homologa, nueve reconocieron 
al serotipo G1,P1A, y 17 al serotipo G3.P1A. En los sueros con respuesta 
heteróloga, cinco, que provenían de una infección con serotipo G1P1A, 
reconocieron cepas G3P1A y G4P2; mientras que en 17 sueros con cepa 
infectante G3P1A, siete reaccionaron con cepas G1P1A y diez con múltiples 
cepas (G1P1A, G2P1B, G3P1Ay G4P2). 

La especificidad de estos anticuerpos neutralizantes contra las proteínas 
de superficie VP7 y VP4, demostró que de los 26 sueros con reacción homologa, 
en 24 (92%) existieron anticuerpos contra las dos proteínas de superficie; 
mientras que en los sueros con respuesta heteróloga, cuando la reacción era para 
cepas G1P1A ó G3P1A, predominó una respuesta hacia VP4 de la cepa 
heteróloga; y cuando la respuesta era para cepas G2P1B ó G4P2, sólo se 
detectaron anticuerpos contra la VP7. Asimismo, el análisis de la especificidad de 
los anticuerpos contra epítopes de VP4 y VP7, mostraron a los epítopes 4F8-VP7 
y 1A10,1E4-VP4 como los inmunodominantes. 

Lo anterior demuestra, que en una infección natural por rotavirus de 
naturaleza primaria, existe una respuesta inmune humoral tanto homotípica como 
heterotípica hacia diferentes serotipos G, y que la proteína VP4, es la principal 
responsable de la reacción cruzada para estos serotipos. 



INTRODUCCION 

Generalidades 

Los rotavirus miembros de l,a familia Reoviridae, son considerados como 

los principales agentes etiológicos de la gastroenteritis deshidratante aguda, en 

niños menores de 5 años a nivel mundial; ocasionando una alta mortalidad a 

causa de la deshidratación. En este respecto, según datos de la Organización 

Mundial de la Salud, en países en vías de desarrollo se producen un millón de 

muertes/año, mientras que en los países desarrollados, si bien la taza de 

mortalidad es mucho muy baja (150 muertes pediátricas/año en EUA), el grado de 

infección se mantiene en las mismas proporciones (Kapikian, y col., 1986; Fieids, 

1990). 

Por tal motivo, se ha propuesto que una vacuna efectiva, podría evitar la 

muerte de cerca de 870,000 niños/año; pues inclusive niveles muy avanzados de 

higiene, parecen no ser capaces de controlar las infecciones por estos virus (Estes 

and Cohén, 1989, Hoshino and Kapikian 1994). 

Esta empresa aún continúa en desarrollo, ya que los estudios 

epidemiológicos desarrollados en todo el mundo, han demostrado que existen 

diversos factores que limitan la producción de un biológico aceptable; tales como 

una gran diversidad de cepas circulando entre los pacientes infectados (10 

serotipos G para el humano), así como variabilidad genética y/o antigénica, 

inclusive de rotavirus pertenecientes a una misma cepa (Arias, y col., 1994; 

Contreras, y col., 1995). 

Desde el descubrimiento de rotavirus en humanos (Bishop, 1973), y gracias a 

la adaptación de estos virus a crecer in vitro en cultivo de tejidos, se pudo aplicar 

al estudio de rotavirus el uso de anticuerpos monoclonales y la tecnología del 

DNA recombinante; incrementándose rápidamente el entendimiento de la 

estructura del virus, su ciclo replicativo, epidemiología y patogénesis (in Fieids 

1995). 



Estos virus, presentan una estructura de 70 nm de diámetro, formada por 3 

capas de proteínas que encierran un genoma de 11 segmentos de tipo RNA de 

doble cadena. Donde, cada uno de los segmentos de ácido nucleico corresponde 

a un gen que codifica para una proteína (a excepción del gen 11 que codifica para 

dos proteínas); 6 son Estructurales y 6 No Estructurales (tabla 1). 

Entre las proteínas estructurales, VP1 (RNA polimerasa), VP2 y VP3 

(Guanilitransferasa) conforman la capa interna; VP6 la media y, la más externa 

está constituida por VP4 y VP7 (Both, y coi., 1994); donde VP4 es una proteina que 

tiene forma de "spkies" de aproximadamente 10-12 nm de largo, proyectándose 

hacia el exterior (Hoshino and Kapikian, 1994). 

Tabla 1: Rotavirus SA11, composición gènica y proteica. 

GEN LARGO 

(Pb) 

PROTEINA PESO 

MOLECULAR 

LOCALIZACION 

1 3302 VP1 125,128 Capa interna 

2 2690 VP2 102,698 Capa interna 

3 2591 VP3 98.142 Capa interna 

4 2362 VP4 86,775 Capa extema 

5 1611 NS53 58,484 No estructural 

6 1356 VP6 44,903 Capa intermedia 

7 1104 NS34 36,072 No estructural 

8 1059 NS35 36,629 No estructural 

9 1062 VP7 37,198 Capa externa 

10 751 NS28 20,309 No estructural 

11 667 NS26 21.772 No estructural 

NS12 11,010 (ambasf 

Clasificación 

Dentro de las proteínas estructurales, las de la capa media y externa, son 

responsables (debido a la presencia de epitopes específicos en cada una de ellas) 

de la clasificación de rotavirus en: grupos, subgrupos y serotipos De esta 



manera, la especificidad de grupo esta determinada por la proteína VP6, de los 

cuales se han identificado 7 grupos denominados de la A-G; siendo en el grupo 

A, en donde se ubican la mayoría de los rotavirus que afectan al humano 

(Nakagomi, y col. 1990; Gema, y col., 1990¡ Hoshino and Kapiklan 1994). 

Además, sólo en este grupo, la clasificación de rotavirus también esta dada 

en subgrupos, donde VP6 también es la responsable de esta característica 

antigénica, conociéndose 4 subgrupos llamados SGI, SGIl, SGI + II (pomparte los 

dos epitopes) y SG ni I ni ti (no presenta los epitopes de subgrupo) (Beards, y coi., 

1992). 

Por otro lado, los serotipos fueron definidos por la demostración de que 

anticuerpos dirigidos independientemente contra cualquiera de las dos proteínas 

de la capa externa del virus, contribuían a su neutralización; por lo que en el VII 

Congreso Internacional de Virología en Edmonton én el año de 1987, se propuso 

nombrar serotipos G a los definidos por la proteína VP7 (glicoproteína), y 

serotipos P para los de VP4 (sensible a proteasas), permitiendo de esta manera 

conocer más sobre el comportamiento epidemiológico de estosf virus (Hoshino, y 

col., 1985; Estes y Cohén, 1989; Gorziglia, y col., 1990). 

Serotipos G-

Crono lógica mente, los primeros serotipos identificados de cepas de 

rotavirus tanto humanas como de animales, fueron los determinados por VP7; los 

cuales inicialmente, se demostraron mediante ensayos de neutralización cruzada 

con antisueros hiperinmunes (anticuerpos policlonales) (Beards, y col., 1984; Hoshino, 

y col., 1984). Sin embargo, debido a la observación de que en muchos casos, 

existía una reacción cruzada entre los serotipos, muy posiblemente por la 

participación de la proteína VP4, se volvió necesario definir la neutralización de 

cada una de estas proteínas de manera independiente (Hoshino, y col., 1985). 

Por otra parte, hasta ese momento la metodología utilizada en la 

determinación del serotipo, solo consistía en la neutralización de placas ó focos 

fluorescentes utilizando anticuerpos policlonales, lo cual además de los problemas 

de especificidad, tenía el inconveniente de sér muy limitada,-debida a que son 



ensayos lentos, muy laboriosos y solamente aplicable para aquellas cepas de 

rotavirus adaptadas a crecer en cultivo de células. 

Por tal motivo, surgió la necesidad de utilizar Anticuerpos Monoclonaies en 

técnicas como ELISA, ó inclusive pruebas de Hibridación RNA-RNA, con lo cual 

se aseguraba una mejor especificidad, además de contar con la gran ventaja, de 

que podían ser serotipificadas una cantidad grande de cepas de rotavirus, tanto 

adaptadas a cultivo de células, como de rotavirus presentes en heces fecales de 

pacientes infectados (Coulson, y coi., 1987). 

Así durante la década de los ochentas, los primeros anticuerpos 

monoclonaies específicos para los serotipos G1-G4 son producidos, los cuales 

hasta ese momento, eran los únicos serotipos reportados en humanos. 

Tres investigadores: Bárbara Coulson (Australia), Koki Taniguchi (Japón) y 

Harry Greenberg (E.U.A.), obtuvieron una serie de monoclonaies, quienes 

mediante pruebas de neutralización, de competencia y ELISA, mostraron tener la 

suficiente especificidad para cada uno de estos serotipos (Shaw, y coi., 1986; Heath, 

y col., 1986; Coulson, y col., 1987; Taniguchi, y col., 1987; Flores, y col., 1988; Urasawa, y 

col., 1989; Unicomb and Bishop, 1989). De esta manera, para 1992, cerca de 15 

anticuerpos monoclonaies estaban disponibles para serotipificar cepas de 

rotavirus, la mayoría de estos, dirigidos contra las regiones de aminoácidos en 

VP7, involucradas en el fenómeno de neutralización viral (tabla 2) (Raj, y col. 1992) 

Actualmente, se han identificado 14 serotipos G del grupo A, en donde 10 afectan 

al humano (G1 - G6, G8 - G10, G12). Aunque, los serotipos G1-G4, son los que 

se han consolidado como los más importantes desde el punto de vista 

epidemiológico, debido a que en la mayoría de los casos, son los que más se 

asocian a la gastroenteritis producida en infantes, además de ser los que con 

mayor frecuencia, se encuentran en todo el mundo (Matsuno, y col., 1985; Albert, y4 

col., 1987; Clark, y col. 1987; Kapikian y Chanock, 1990). 

Serot ipo • P 

La definición de serotipos P (por VP4) ha demostrado ser más difícil de 

analizar, debido a que en un principio, se trató de seguir la misma estrategia que 



Tabla 2: Propiedades de los Anticuerpos Monoclonales contra serotipos G1-G4. 

AcM Antígeno 

Inmunizante 

Serotipo G * Aminoácido 

reconocido 

Isotipo Referencia, 

RV4:1 RV4 1 147 (B) igGl Coulsoa, y col. 1987 

RV4:2 RV4 1 213(C) lgG3 Coulson. y col. 1987 

RV4:3 RV4 1 94(A) lgG2B Coulsofí, y col. 1987 

KLM KÜ 1 213(C) IQG3 túniguchi, y cot. 1987 

SE8 **DxRRV 1 - Padilla-Nonega, y. coi 

7990 

2C9 Wa 1 94(A) 
e 

lgG1 Taniguchi, y col. 198/ 

Green, y col. 1988 

RV53 RV5 2 - lgG2B Coulson. y col. 1987 

S2-2G10 S2 2 190 (*?) lgG2A Taniguchi. y col. 1987 

« green, y col. 1989 

1C10 ***DS1xRRV 2 - - Padilla-Noriega, y-col. 

1990 

RV3-.1 RV3 3 211 (C) lgG2B Coulson, y col. 1987;, 

Dyalt-Smith, y col 1986 

YO-1E2 YO 3 221 (C) lgG2B Tanigucbi. y col 1987 

Nishikawa, y col. 1989 

4F8 RRV 3 96(A) lgG1 Shaw.ycol. 1986; 

Mackow. y col. 1988 

159 RRV 3 94(A) lgG1 Shaw, y col. 1986; 

Mackow, y col. 1988 

ST3:1 ST-3 4 - lgG3 Coulson, ye» 1987 

ST-2G7 ST-3 4 - 1gG2A Taniquchi, y col 1987 

* La proteina VP7 exhibe 3 regiones con una gran variabilidad y también son sitios 
importantes para la unión de anticuerpos monoclonales específicos: A (aa 87-101), B (aa 143-152) 
y C (aa 208-221). (*?), región de VP7 incierta; - no conocido. 
*" Virus rearreglante que contiene la VP7 de rotavirus humano D y VP4 de rotavirus animal 
RRV. 
*** Virus rearreglante que contiene la VP7 de rotavirus humano DS1 y VP4 de rotavirus animal 
RRV. 



la utilizada para los serotipos G (produciendo anticuerpos monoclonales contra 

VP4), sin embargo, el hecho de que estos daban una reacción cruzada con otros 

serotipos P ó sólo reconocían a la cepa de rotavirus que los indujo, se requirió 

idear otras metodologías que pudieran distinguir las diferentes VP4 (Chen, 1992; 

Kool, 1992). Situación por la cual, los estudios se enfocaron principalmente, a la 

comparación de las secuencias del gen 4 (gen que codifica para la proteína VP4), 

introduciéndose el término Genotipo. 

De esta manera, al principio se lograron definir 4 alelos de este gen en 

cepas de rotavirus humanos, llamándose al producto proteico de estos alelos, 

proteínas P tipo 4, 6, 8 y 9 (P por su sensibilidad a proteasas) (Estes y Cohen, 

1989). Posteriormente, utilizando antisuero de cobayo, demostraron que estas 

proteínas VP4, en realidad correspondían a 3 moléculas diferentes y un subtipo, 

dejando de manifiesto, la diferencia antigénica que existía entre ellas, razón por la 

cual, las proteínas VP4 fueron reclasificadas como Serotipos P, denominándose 

P1B (P4), P2 (P6), P1A (P8) y P3 (P9). Además, una correlación entre estas 

cepas y las infecciones que causan, pudo corroborar que el serotipo P2 se 

encuentra en cepas de rotavirus que infectan exclusivamente a neonatos de 

manera asintomática; mientras que los serotipos P1A, P1B y P3, son aisladas 

exclusivamente en cepas de rotavirus que producen infecciones sintomáticas en 

niños menores de 2 años (tabla 3) (Gorzlglia, y col., 1990). 

Tabla 3: Tentativa clasificación de las proteínas VP4 de cepas de rotavirus humano 
basado en sus características genómicas y antigénicas. 

Grupo genético Serotipo VP4 Serotipo G (VP7) Tipo d» 

VP4 • asociado Infección 

1 P1A G1,G3,G4,G9 Sintomática 

2 P1B G2.G12 Sintomática 

3 P2 G1-G4 Asintomática 

4 P3 G1 Sintomática 

5 NO I G8 Sintomática 



Lo anterior condujo a la necesidad de contar con una base de anticuerpos 

altamente específicos para determinar el comportamiento epidemiológico de 

serotipos P. 

Así, en el año de 1993, Bárbara Coulson utilizando rotavirus cultivados en 

un sistema con bajos niveles de tripsina, con el objeto de mantener intacta a la 

proteína VP4, produjo los anticuerpos monoclonales denominados F45:4, RV5:2 y 

ST3:3; los cuales fueron evaluados por la técnica de ELISA utilizando cepas de 

rotavirus adaptadas a cultivo; demostrando que el monoclonal F45:4 reconocía 

cepas P1A, el RV5:2 a cepas P1B y ST3:3 a cepas P2 (Coulson, 1993). De esta 

manera la técnica de ELISA utilizando estos anticuerpos monoclonales mostró ser 

un método rápido, económico y sencillo para la tipificación de los serotipos P. 

Asimismo durante ese mismo año, Padilla-Noriega y col. también producen 

anticuerpos monoclonales contra epitopes específicos en las proteínas VP4 de 

cepas de rotavirus humanas (epitopes distintos a las cepas utilizadas por Barbara 

Coulson). Estos anticuerpos fueron caracterizados por ensayos de neutralización 

y ELISA, utilizando para ello, cepas de rotavirus humanas y de animales con una 

gran variedad de serotipos G. Así, el anticuerpo monoclonal denominado 1A10, 

mostró reconocer epitopes en VP4 con serotipo P1A; mientras que el monoclonal 

HS6, si bien reconoció mejor epitopes específicos en VP4's con serotipo P2, 

también reaccionó con epitopes en VP4's con serotipo P1A; trabajo que puso de 

manifiesto que proteínas VP4 con diferente serotipo P, puedem estar 

compartiendo epitopes (Padilla-Noriega, y col., 1993). 

Posteriormente, mediante la comparación de la secuencia del gen 4, 

nuevos serotipos P, fueron encontrados tanto en humanos como en animales, y a 

la par de cada descubrimiento, anticuerpos monoclonales específicos de ese 

nuevo serotipo se han producido, de tal forma que hoy en día se han descrito al 

menos 14 serotipos P (P1A, P1B, P2A, P28, P3A, P3B, P4 - P11); donde 6 de 

ellos se han recuperado de humanos, 5 asociados con infecciones sintomáticas 

(P1A, P1B, P3A, P3B, P4) y uno con infecciones asintomáticas (P2A) (Gema, y col. 

1994; Isa and Snodgrass, 1994; Hoshino and Kapiklan, 1994). Sin embargo, aún se 

siguen aislando cepas de rotavirus, donde de acuerdo a la secuencia del gen 4, 



posiblemente se traten de nuevos serotipos P, lo cual falta confirmar por serología 

(tabla 4, tomada de Hoshino y Kepikian, 1994). 

Por otra parte, son pocos los estudios epidemiológicos realizados sobre los 

serotipos P, empleándose en su mayoría, la técnica de Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR), la cual aunque es efectiva en determinarlo, no refleja el 

comportamiento antigénico de las cepas estudiadas (Do Carmo, y col. 1994; Das, y 

col. 1994; Sitberstein, y col. 1995; Steele, y col. 1995). Sin embargo, a nivel de campo 

utilizando anticuerpos monodonales, en un estudio epidemiológico realizado en 

Monterrey, N.L. México, además de determinar la prevalencia del serotipo P, se 

demostró que la proteína VP4 con el mismo serotipo P, puede presentar 

variabilidad de epitopes de neutralización, lo que permite conocer más el 

comportamiento epidemiológico molecular de rotavirus (Contreras, y coi, 1995). 

Respuesta inmune 

Ya que el estatus inmunológico de un individuo infectado juega un papel 

crucial en la eliminación del virus, la estrategias en la elaboración de una vacuna 

efectiva, no solo requieren su caracterización molecular, sino además, es 

necesario determinar el comportamiento del sistema inmune del hospedero, 

durante una infección natural; información con la cual se puedan establecer 

diversos conceptos como son: a) especificidad de la respuesta inmune (VP7, 

VP4); b) duración de la respuesta inmunológica y, c) cual de los epitopes 

caracterizados es el más antigénico. Así, desde la década de los 80's, se han 

realizado una serie de investigaciones sobre la respuesta inmune hacia este virus, 

en especial, la producción de anticuerpos neutralizantes. 

Debido a que rotavirus, infecta las células epiteliales de la parte baja de los 

vellos del intestino delgado, la principal respuesta inmune contra la infección, 

debe estar mediada por los anticuerpos que se producen en el lumen del sistema 

digestivo (Davidson, y col. 1979). Situación que se ha corroborado con estudios de 

protección pasiva en animales de laboratorio, a los cuales se les han transferido 

anticuerpos contra el virus, encontrándose que estos anticuerpos evitan la 

infección de las células blanco (Offit,ycol. 1985; Snodgrass, y col. 1978). 



Tabla 4: Clasificación genómica y antigénica de las proteínas VP4 del grupo A de rotavirus. 

Serotipo P Genotipo Cepas Serotipo G Cepas Serotipo G Especie 
* * • humana» animales 

1 A 8 10 1,3,4,9 Ninguna ¿ «pee 
1 B 4 2 ,2 n 2.12 Ninguna - -

2 A 6 3 ,1 o 1,2,3,4 Ninguna - -

2 B 6 Ninguna - 1 4 Cerdo 

3 A 9 u n 1,3,6 2 O 3 Gato 

3 B 14 1 10 Ninguna - -

4 10 1.1 o 4,8 Ninguna -

5 A 3 1 . 1 0 3 2 2 Perro, Gato, 

5 B 3 Ninguna - 1 1 Mono Rhesus 

6 1 Ninguna - 5 6,8,3 Bovino, Mono 

7 5 Ninguna - 1.4 O 6,10 Bovino 

8 11 2 O 9,10 2, 3 O 10 Bovino 

9 7 Ninguno - 9 3,4,5,11 Cerdo, Caballo 

10 16 Ninguno 
•i 

1 3 Ratón 

11 18 1 . 1 0 6,8 Ninguno* - -

? 2 Ninguna 1 3 Mono 

1 12 Ninguna - 3 3 Caballo 

? 13 Ninguna • 1 3 Cerdo 

? 15 Ninguna - 1 10 Cordero 

? 17 Ninguna • 1 7 Bovino 

? 19 Ninguna - 1 13 Caballo 

* Serotipo determinado por ensayos de neutralización y sueros hiperinmunes 
** Serotipo determinado por secuencia de aminoácidos ó Hibridación RNA-RNA 

(*) No probado por neutralización, sólo por hibridación RNA-RNA 

Asimismo, los pocos estudios que se l ian realizado en establecer la 

respuesta antirotavirus en el intestino, al menos en ratones vacunados con cepas 

de rotavirus Rhesus, han demostrado la presencia de células plasmáticas 

productoras de anticuerpos, tanto en bazo como en la lámina propia del intestino a 

los 4 dias de iniciada la infección; alcanzándo su máximo nivel hasta las 3 



semanas y permaneciendo constante, hasta las 8 semanas, cAdemás, células 

plasmáticas productoras de anticuerpos de clase IgA se han encontrado hasta 10 

veces más, que las células secretoras de inmunoglobulinas IgG, mientras que son 

muy raras las células plasmáticas que producen IgM. Razón por la cual, la 

respuesta generada por las células linfoides de la mucosa intestinal, y en especial 

la producción de IgA, debe ser considerada como un marcador importante de la 

respuesta inmune contra rotavirus (Merchant, y col. 1991). 

Sin embargo, también se ha determinado que los anticuerpos producidos 

en las mucosas (IgA) son más lábiles a los cambios de temperatura, que los 

encontrados en el suero, además <le ser generados preferentemente en una 

infección secundaria, ó inclusive en muchos de los casos, corresponden a los 

anticuerpos maternos (lactancia). 

En experimentos realizados en animales de laboratorio, donde se compara 

la producción de anticuerpos IgM e IgG en suero e IgA en secreciones 

intestinales, se observó: a) estos anticuerpos, presentan la misma especificidad y 

b) los niveles de IgM e IgG obtenidos de 7-30 días después del cuadro clínico en 

suero, son buenos indicadores de una infección reciente por rotavirus. 

Lo anterior, aunado a que los métodos para obtener muestras intestinales 

de pacientes con rotavirus son extremadamente complicadas, indican que estos 

anticuerpos pueden ser estudiados para determinar a partir de suero, la 

especificidad de la respuesta inmune humoral durante una infección natural 

(Davidson, y col. 1983; Hjelt, y col. 1985; Grimwood, y col. 1988). 

De esta manera, en la búsqueda de anticuerpos neutralizantes, se han 

realizado investigaciones utilizando sueros de niños ¿con una infección por 

rotavirus, los reportes indican la presencia de anticuerpos específicos dentro de 

las dos primeras semanas después de la infección (infección primaría), donde 

esta respuesta va dirigida contra el serotipo de la cepa infectante (homotípica) o 

inclusive contra serotipos distintos (heterotípica) (Zheng, y col. 1988; Padiila-Noriega y 

col. 1990)\ asimismo, también se ha comprobado en niños infectados naturalmente 

con rotavirus, que la producción de anticuerpos neutralizantes heterotípicos, existe 

una mayor protección contra serotipos G de cepas de rotavirus animales, que para 



serotipos de cepas virales humanas, como es el caso de los serotipos G5, G6, G7 

y G 1 0 (Brüssow, y col. 1991; Brüssow, y col. 1992h 

Por otra parte, en lo que respecta <a la producción de anticuerpos 

neutralizantes en infecciones secundarias, se ha verificado que estos también 

pueden ser de naturaleza homotípica y. heterotípica, pero que ôs ¿patrones 

generales de seroconversión específica de serotipo, pudiera ser una propiedad 

intrínseca de la cepa viral infectante, jy que esta respuesta puede, variar de 

serotipo a serotipo ó de cepa a cepa de un mismo serotipo (Arias ? y coa 1994). 

Respuesta especifica a proteínas de 

superficie 

Actualmente, la manipulación genética es una herramienta de gran valor en 

la producción de biológicos que induzcan una protección específica y dirigida. 

Tanto, que varios grupos de investigadores están interesados en la producción de 

un inmunógeno utilizando virus o bacterias inocuas a la población humana, que 

presenten la información génica necesaria para la producción de proteínas virales 

de importancia médica (como proteínas de rotavirus). Por tal motivo, un paso 

preliminar en este tipo de estrategias, es la de realizar una búsqueda efectiva de 

los determinantes antigénícos más inmunodominantes de los virus de estudio. 

Otro de los parámetros que también ha sido objeto de una gran variedad de 

estudios sobre la respuesta inmune humoral contra rotavirus., es la determinación 

de anticuerpos neutralizantes específicos de las proteínas de superficie VP4 y 

VP7. Pues apesar de que ambas proteínas tienen la capacidad de inducir la 

producción de anticuerpos neutralizantes en forma independiente, al parecer esta 

respuesta no se produce en las misma magnitud. 

Varias investigaciones apoyan que VP7 es el antígeno inmunodominante 

(Kalica, y col., 1981; Greenberg, y col, 1983)', sin embargo, posteriormente se 

comprobó que también se generaban altos títulos de anticuerpos contra las dos 

proteínas, en animales que eran hiperinmunizados ó bien infectados oralmente 

con el virus (Hoshino, y col., 1985; Anderson, y col, 1989; Offít, y col., 1988). 



Por otro lado, en estudios realizados en ratones, los resultados sugirieron 

que VP4 puede ser un antígeno inmunodominante después de una infección 

intestinal, no así, después de una hiperínmunización parenteral (Shaw, y col., 1988). 

Estos mismos resultados fueron obtenidos en infantes, donde mediante técnicas 

de radioinmunoprecipitación, fué posible detectar anticuerpos anti-VP4 en suero 

después de que fueron administradas oralmente dos cepas vacunales atenuadas 

(RIT 4237, RRV-1) (no se detectaron anticuerpos contra VP7) (Svensson, y col., 

1987). Asimismo, en humanos adultos después de la administración de una cepa 

virulenta de rotavirus, cerca del 80% de los anticuerpos neutralizantes producidos, 

presentaron una especificidad a VP4 (Ward, y coi. 1988). Aunque, esta situación no 

se corroboró en infantes vacunados oralmente con la cepa de rotavirus bovino 

WC3, pues VP7 mostró ser la proteína inmunodominante (Ward, y col. 1990). 

Para determinar cual de las dos proteínas de la superficie externa de 

rotavirus es la inmunodominante, se ha utilizado también el uso de anticuerpos 

monoclonales dirigidos contra epitopes específicos de serotipos G y P, y, 

mediante ensayos de competencia de estos monoclonales con los anticuerpos 

presentes en el suero de animales ó humanos infectados, se ha cuantiftcado la 

respuesta inmune contra ambas proteínas. 

De esta manera, utilizando anticuerpos monoclonales contra VP7 y VP4, 

para proteger pasivamente a ratones contra cepas virulentas de rotavirus 

(rotavirus Rhesus: RRV); se observó que anticuerpos anti-VP7 dejan protección 

sólo contra el serotipo de la cepa infectante, mientras que los anti-VP4, además 

de proteger contra la cepa homologa, también dejan protección contra otras cepas 

con serotipo diferente (OSU y UK). Razón por la cual, se sugirió que la 

inmunización con un virus rearreglante que contenga tanto a VP7 y VP4 bon 

diferentes serotipos, puede proteger de la diarrea producida por 2 ó más serotipos 

de rotavirus, ya que VP4 puede estar induciendo una respuesta heterotípica (Offít, 

y col. 1986). 

Shaw y col. por su parte, utilizando anticuerpos monoclonales específicos 

de serotipo G1, G2 y G3, determinaron en suero de niños que* recibieron una' 

vacuna con rotavirus serotipo G3, la especificidad de tos anticuerpos 



neutralizantes. Y aunque encontraron una alta respuesta de anticuerpos contra el 

serotipo de la cepa vacunal (72%), también encontraron en un 52% de las 

muestras, anticuerpos específicos para la proteína VP4, por lo que se sugiere que 

dicha respuesta inmune hacia la cepa vacunal, puede ser un mecanismo 

heterotípico mediado por ambas proteínas (Shaw y col. 1987). Asimismo, Taniguchi 

y col. utilizando esta misma metodología, pero ¿hora con anticuerpos 

monoclonales contra VP4 y VP7, también encuentran una mayor respuesta de 

anticuerpos contra epitopes de VP7 tanto en niños vacunados o infectados por 

rotavirus (Taniguchi, y col. 1991). 

Por lo tanto, en la actualidad aún no es del todo claro, contra cual de estas, 

dos proteínas en una infección natural, va dirigida preferentemente la respuesta 

de anticuerpos neutralizantes y sobre todo, cual es la frecuencia y distribución de 

los epitopes presentes en estas proteínas conocimiento necesario para 

determinar quien es la que presenta los más importantes determinantes 

antigénicos (Coulson, 1993; Hoshino, y col. 1994). 
« 

Perspectivas 

A pesar de que los parámetros importantes asociados con la protección 

contra la diarrea rotaviral en humanos son todavía inciertoSj la eficacia de una 

vacuna contra rotavirus, posiblemente deberá estar relacionada con la habilidad a 

inducir la producción de IgA intestinal y otras formas de inmunidad Jocal, 

incluyendo la inmunidad mediada por células (Offít, y col. 1989). 

Así la principal estrategia para elaborar tal biológico, se encuentra dirigida 

hacia la administración oral de una cepa vacunal de rotavirus atenuada. De estas 

estrategias, quizás la más evaluada hasta el momento ha sido la búsqueda de 

una cepa de rotavirus de origen animal, la cual sea inocua para el humano, pero 

que sea capaz de inducir al sistema inmune y dejar protección para las cepas de 

rotavirus humanas virulentas (Kapikian, y col. 1992; Kapikian, y col. 1994). De esta 

manera, la eficacia y seguridad de cepas de rotavirus de bovinos, simios y una de 

origen humano, han sido probadas en humanos; las cepas utilizadas son: NCDV 

(RIT4237) y WC3 rotavirus bovino con serotipo G6 y RRV (MMU180Q6) rotavirus 



de mono Rhesus con serotipo G3 (Vesikari, y col., 1983; Kapikian y col., 1985; Clark, y 

col., 1986; Bemstein, y col., 1990; Vesikari, y col.,-1993). Aunque estas cepas han 

demostrado ser seguras, la vacuna con rotavirus RRV, ha inducido fiebre en un 

tercio de la población de niños menores de 6 meses (Kapikian, 1985; Kapikian, y coi., 

1992; Vesikari, y coi., 1993). Otra cepa de rotavirus, UK también se encuentra comp 

candidata a ser evaludada como vacuna (Wyatt, y col. 1985). 

Sin embargo aunque estas cepas han demostrado proteger contra el 

cuadro clínico entérico en algunos lugares, en otros, se ha visto un poca o nula 

eficacia, por lo que se sugiere que posiblemente una vacuna monovalente, no 

podrá proteger eficientemente contra cada uno de los 4 serotipos G más 

importantes epidemiológicamente; sobre todo en niños menores de 6 meses y que 

aun no han tenido una infección con rotavirus (Flores, y col. 1987; Christy, y col., 1988; 

Bemstein, y col. 1990; Kapikian, y col. 1992; Vesikari, y col. 1993). Debido a esto, se ha 

propuesto modificar el principio Jeneriano, es decir, crear apartir de una cepa 

animal de rotavirus, una cepa de rotavirus rearreglante que contenga proteínas 

virales de origen animal y de origen humano, las cuales aseguren la no inducción 

de la infección y al mismo tiempo, se produzcan los anticuerpos específicos contra 

los serotipos G más importantes en ocasionar la diarrea en humanos^ 

Así, cepas rearregiantes de rotavirus han sido generadas: a) VP7 humana 

con serotipo 1, 2 ó 4 en cepa animal RRV (mono Rhesus); b) VP7 humana con 

serotipo 1, 2, 3 ó 4 en cepa animal UK (bovino); c) VP7 humana con serotipo 1 

en cepa animal WC3 (bovino); de las cuales también se han elaborado cepas 

rearregiantes que expresan al mismo tiempo los 4 serotipos G (G1-G4), 

produciendo una vacuna cuadrivalente; donde esta incluye las siguientes cepas: 

D (serotipo G1) x RRV, DS-1 (serotipo G2) x RRV, RRV (serotipo G3) y ST-3 

(serotipo G4) X RRV (Midthun, y col., 1985; Midthun, y col., 1986; Clark, y col., 1990). 

Aunque algunas de estas vacunas cuadrivalentes ya se ha probado en la 

población y han demostrado mayor efectividad que una vacuna monovalente; al 

parecer la protección inducida puede no ser duradera para varios brotes 

epidémicos consecutivos, por lo que se ha propuesto que a estas vacunas 

polivalentes, es necesario incluir además de las diferentes proteínas VP7 con 



diferente serotipo, una proteína VP4, y generar una vacuna pentavalente. Tal 

vacuna se piensa que podría ser todavía más inmunogénica que la vacuna 

cuadrivalente, debido a que VP4 tiene la cualidad de inducir anticuerpos 

neutralizantes de reactividad cruzada; característica que aumentaría la protección 

contra el espectro de serotipos de rota virus (Gorzigiia, y coi., 1990). Así Hoshino y 

col. han elaborado una vacuna pentavalente utilizando la cepa de rotavirus animal 

UK como base de las cepas virales: D (G1) x UK, DS-1 (G2) x UK, P (G3) x UK, 

ST-3 (G4) x UK y Wa (VP4 con serotipo P1 A) x UK (Hoshino y Kapikian, 1994). 

Asimismo, diversos investigadores que participad en la generación de la 

vacuna contra rotavirus, también \an probado otras estrategias, tales como: a) 

Expresión de proteínas VP7 y/o VP4 recombinantes; b) Partículas de rotavirus 

en microcápsulas; c) Producción de péptídos virales sintéticos; los cuales 

también se han evaluado para ser administrados en forma oral o paren te ral. 

Sin embargo, la existosa producción de la vacuna contra rotavirus aún 

seguirá necesitando de una continua investigación de los mecanismos de 

protección tanto humorales como celulares del hospedera contra la infección viral 

(Hoshino y Kapikian, 1994). Por tal motivo, suponemos que los datos que aportarán 

este trabajo de investigación, en donde los resultados fueron obtenidos 

directamente de una infección natural con cepas de rotavirus que circulan de una 

manera endémica entre la población infantil, serán de gran valía para reforzar las 

diferentes estrategias utilizadas en la producción y/o evaluación de la vacuna anti-

rotavirus. 



HIPOTESIS 

La principal respuesta de anticuerpos neutralizantes en una infección 

natural por rotavirus, se encuentra dirigida contra la proteína de superficie VP4. Y, 

de los epitopes presentes en ésta, el 1A10 es el más inmunodominante. 

O B J E T I V O S 

1- Determinar la diversidad de serotipos G y P en muestras de campo. 

2- Determinar la variabilidad de epitopes de la proteína VP4. 

3- Determinar la especificidad de los anticuerpos producidos durante 

una infección natural. 



MATERIAL Y METODO 

Este trabajo se realizó en el Laboratorio de Inmunología y Virología de la 

Facultad de Ciencias Biológicas y el Laboratorio Dr. Carlos Arias/Dra. Susana 

López del Departamento de Genética y Fisiología del Instituto de Biotecnología» 

U.N.A.M. 

COLECCION DE MUESTRAS 

El material biológico fué recolectado durante el período de Octubre de 1994 

a Febrero de 1995 de niños menores de 2 años con y sin síntomas de diarrea, 

que acudieron a atención médica en las clínicas del I.M.S.S. HGZ No. 4 

(Guadalupe, N.L.), 6 (San Nicolás de los Garza, N.L.) y 17 (Monterrey, N.L.), así 

como el Hospital Secc. 50 S.N.T.E. para Maestros del Estado (Monterrey, N.L). 

De esta manera, las muestras obtenidas en el estudio, pertenecieron a todo el 

Estado de Nuevo León, aunque con predominancia del Area Metropolitana. 

• PROTOCOLO PARA LA TOMA DE MUESTRAS 

a) Heces fecales: 

Para determinar una muestra como SINTOMATICA, el niño debió ingresar 

al hospital con un cuadro entérico con 3 ó más evacuaciones suaves ó líquidas. 

Por otra parte, las muestras ASINTOMATICAS fueron tomadas de niños que 

acudieron a atención médica por otra causa diferente a gastroenteritis, y que en 

los últimos 5 días previos a la cita, no hubieran desarrollado un cuadro entérico. 

Estas últimas muestras sirvieron como controles en el estudio. 

Asimismo, utilizando un Kit comercial de ELISA, se realizó el diagnóstico 

primario de la presencia del rotavirus Grupo A en las heces. 



b) Suero de Fase Aguda y Fase Convalecientes 

Este tipo de muestra fué recolectada exclusivamente de los niños^ 

SINTOMATICOS positivos para rotavirus, tomando una muestra de sangre^ (3 mi) 

sin anticoagulante, a las 24 hrs. del diagnóstico primario. Este suero fué 

denominado DE FASE AGUDA. 

Posteriormente, el paciente fué citado 3 semanas ^después de la primer 

toma de sangre, para obtener una segunda muestra^ de- sangre (3 mi) sin 

anticoagulante y, en este caso, el suero era considerado como DE FASE 

CONVALECIENTE. 

Todas las muestras, tanto de heces fecales comq queros, fueron 

almacenadas a -20°C hasta su uso. 

• DIAGNOSTICO PRIMARIO DE ROTAVIRUS 

Como se mencionó anteriormente, para realizar este ensayo, se utilizó un 

Kit de ELISA comercial de la marca DAKO para la detección de rotavirus Grupo A, 

en el cual se utilizó anticuerpos específicos contra la proteína VP6 del virus. 

En primer instancia 2 tirillas de 8 pozos eran sensibilizadas con 100 pl de 

anticuerpos anti-VP6 Grupo A de rotavirus diluido 1:50 en buffer de carbonato-

bicarbonato 0.05 M pH 9.2; de igual manera, también se sensibilizó otras 2 tirillas 

de 8 pozos solo con 100 \l\ de buffer carbonato-bicarbonato 0.05 M pH 9.2. 

Posteriormente la placa con las tirillas fué incubada a temperatura ambiente por 

una hora. Se lavó las tirillas 5 veces con 200 îl de PBS-Tween pH 7.2 y se le 

adicionó a 4 pocilios (utilizando 2 pozos sensibilizados con anticuerpos anti-

rotavirus y 2 pozos sensibilizados sólo con el buffer carbonato-bicarbonato 0.05 M 

pH 9.2) 100 \x\ de heces diluidas 1:20 en solución salina 0.15 M, incubándose 1 hr 

a temperatura ambiente. 

En seguida se lavó 7 veces con PBS-Tween pH 7.2 y se añadió 100 JAI de 

inmunoglobulinas inespecíficas de conejo (como bloqueador) diluidas 1:20 en 

albúmina bovina 0.5%. Se incubó a temperatura ambiente por 30 minutos. Asi sin 



lavados previos, se le adicionó 100 ^ de "conjugada (anti-rotavirus ligado a 

peroxidasa de rábano) diluido 1:250 en albúmina bovina 0.5%, incubándose de 

nuevo a temperatura ambiente por 30 minutos. Al momento de adicionar el 

conjugado, también se preparó el sustrato (OPD: 1,2-phenylene-diamine, 2 HCI) 

disolviendo una tableta de este, en 3 mi de buffer acido cítrico-fosfatos (S.1M pH 5, 

bajo condiciones de obscuridad. Después del período de incubación se lavaron las 

tirillas 5 veces con PBS-Tween y una vez con buffer acido cítrico-fosfatos 0.1M pH 

5, en seguida se le adicionó 100 fil de sustrato al cual, antes de usarse, se le 

adicionó 1 f¿l de peróxido de hidrógeno por cada tableta de sustrato utilizada. Se 

incubó a temperatura ambiente 15 minutos, observando la aparición de un color 

amarillo oro, como resultado positivo. Al térmínó de <este tiempo, se paró la 

reacción con 150 \l\ de acido sulfúrico 1M. 

El diagnóstico podía darse directamente con la visualización de color, 

comparando las muestras problemas con el control positivo, o bien, en aquellas 

muestras que presentaban una coloración muy baja, se procedía a leer la tirilla en 

un Microlector de ELISA a 492 nm. El criterio que se siguió para considerar una 

muestra positiva por absorbancias, fué que se cumplieran los dos siguientes 

enunciados: 

(Media de las Absorbancias en pozos con anti-rotavirus) - (Media de 

las Absorbancias en pozos sin Anti-rotavirus) = > 0.07 

(Media de las Absorbancias en pozos con anti-rotavirus) / (Media de 

las Absorbancias en pozos sin Anti-rotavirus) = > 6 



CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA CEPA DE ROTAVIRUS 
INFECTANTE 

» DETECCION DE SEROTIPOS G Y P 

El ensayo de ELISA utilizado para la determinación de los serotipos G y P, 

se realizó con la misma técnica, excepto por los anticuerpos monoclonales 

específicos de serotipo utilizados en cada caso. 

Placas de 96 pozos fueron cubiertas con 75 ¿d de un panel de anticuerpos 

monoclonales diluidos en PBS-Az utilizando el protocolo siguiente (ver tabla 5 y 

6). 

Tabla 5: Anticuerpos monoclonales específicos de serotipos G. 

Ac MONOCLONAL SEROTIPO DILUCION 

5E8 G1 1:2,000 

1C10 G2 1:2,000 

159 G3 1:10,000 

ST-2G7 G4 1:10,000 

129 COMUN (VP6) 1:5,000 

Asimismo, para cada anticuerpo monoclonal se realizó por duplicado el 

ensayo. Por otra parte se utilizó liquido ascítico de ratón 1: 5,000 como control 

negativo. Las placas sensibilizadas de esta manera, se incubaron toda la noche a 

Tabla 6: Anticuerpos monoclonales específicos de serotipos P. 

Ac MONOCLONAL ESPECIFICIDAD REACCION CRUZADA CON 

OTRO SEROTIPO P 

DILUCION 

F45:4 P1A P8 1:2,000 

1A10 P1A - 1: 200 

RV5:2 P1B - 1:4,000 

HS6 P2 P1A 1: 8,000 

ST3:3 P2 P2 asintomático y P6 sintomático 1: 2.000 



Después de la incubación, se lavaron 2 veces con 200 jd de PBS-Az y se 

Ib adicionó 75 \l\ de suero fetal de bovino 5%-PBS-Az, incubándose 1 hr a 37°C. 

Bn seguida se les agregó 75 pl de heces fecales al 5% diluidas en suero fetal de 

feovino 5%-PBS-Az, así como 75 [i\ de cepas de rotavirus de referencia diluidos 

1t2 en suero fetal de bovino 10%-PBS-Az. Posteriormente se incubaron 1:30 hrs a 

S°C. Se lavó 4 veces con 200 ^l de PBS-Az y se le adicionó 75 |¿l un anticuerpo 

jnti-rotavirus (Ig G) producido en conejo a una dilución de 1: 2,500 en suero fetal 

de bovino 2.5%-PBS-Az y se incubó 1 hr a 37°C. Después de este período se lavó 

de nuevo 4 veces con 200 Ĵ de PBS-Az y se le adicionó 75 ni de conjugado (anti-

nti-rotavirus producido en cabra unido con fosfatasa alcalina 0.1 mg/ml) a una 

áluído 1:1000 en suero fetal de bovino 2.5%-PBS-Az. 

Posteriormente se incubó 1 hr a 37°C. En seguida se lavó 4 veces con 200 

pide PBS-Az y se añadió 75 de sustrato (p-Nitrofenil Fosfato Disodio) diluido en 

buffer dietanolamina pH 9.8 (1 tableta de sustrato/5 mi de buffer). Se incubó 45 

imin a 37°C. 

Las placas fueron leídas en un Microlector de ELISA a 405 nm 

considerándose positivos las muestras con una absorbancia arriba de 0.2. 

Tabla 7: Cepas de rotavirus utilizadas como controles. 

CEPA VIRAL ORIGEN SEROTIPO G SEROTIPO P DILUCION 

Wa HUMANO G1 P1A 1:2 

S2 HUMANO G2 P1B 1:2 

Pnce HUMANO G3 P1A 1:2 

ST3 HUMANO G4 P2 1:2 

DxRRV VP7 HUMANO (D) x VP4 SIMIO (RRV) G1 P5 1:2 

DSIxRRV VP7 HUMANO (DS1) x VP4 SIMIO G2 P5 1:2 

(RRV) 

RRV MONO Rhesus G3 P5 1:2 

SA11 SIMIO G3 P6 1:2 

ST3xSA11 VP7 HUMANO (ST3) x VP4 SIMIO G4 P6 1:2 

(SA11) 



• DIVERSIDAD DE EPITOPES EN VP4 

Los diferentes epitopes en la proteína VP4 se determinaron mediante una 

prueba de ELISA utilizando los anticuerpos monoclonales, descritos en la tabla 8. 

Tabla 8: Anticuerpos Monoclonales específicos de epitopes de neutralización, 
en la proteína VP4 de rotavirus. 

Ac MONOCLONAL EPITOPE LOCALIZACION DE EPITOPES EN VP4 SEROTIPO P 

F45:4 F45 VP5* P1A 

1A10 1A10 VP5* P1A 

RV5:2 RV5 VP5* P1B 

(epitope conformacional) 

HS6 HS6 VP8* P2 

ST3:3 ST3 VP5* P2 

I (epitope conformacional) 

El protocolo para la realización de la técnica fué el mismo que se utilizó 

para la determinación de serotipos P. 

• DETERMINACION DE GENOTIPO P MEDIANTE PCR 

a) EXTRACCION DE RNA VIRAL 

En primer término se procedió a la extracción del RNA viral a partir de 

muestras de heces fecales, utilizando un Kit comercial para ello. 

En un tubo eppendorf (1.5 mi) se adicionó 60 ni de heces fecales, 360 ni de 

agua bidestilada y 300 |il de freón; se mezcló en vortex por 30 segundos y se 

centrifugó 15 min. a 14,000 rpm. Posteriormente se obtuvo 300 jil del 

sobrenadante y se trasladó a otro tubo eppendorff limpio, al cual se le adicionó 

340 fil de isotiocianato de guanidina 6M y 10 [l\ de RNAid (polvo de vidrio), se 

mezcló en vortex 30 segundos y se dejó en rotación constante 5 min a 

temperatura ambiente. En seguida se mezcló de nuevo un instante en vortex y se 

centrifugó 30 segundos a 2,850 rpm. Posteriormente se lavó 3 veces con 300 ^l 



de buffer de lavado centrifugándose 60 segundos entre cada .lavado a 11,250 rpm. 

Al final de los lavados, el pellet se resuspendió en 20 jJ de agua bidestilada y se 

calentó en baño maría 10 minutos a 65 °C, posteriormente se centrifugó 10 min a 

14,000 rpm. El sobrenadante fué recuperado y almacenado en otro tubo 

eppendorf limpio. 

b) TRANSCRIPCION INVERSA DE RNA A cDNA (RT-PCR) 

En un tubo eppendorf (0.5 mi) se realizó la siguiente mezcla: 

1.0 MI Oligos CON 2 y CON 3 (12.5 mM) 

2.0 fil RNA viral 

0.5 ni MMOH (50 mM) 

0.5 |il p-Mercaptoetanol 

Adicionar enseguida 10 fil del siguiente cocktail: 

2.6 ni Agua bidestilada 

1.0 ni Buffer de PCR 10X 

0.5 ni MgCI250mM 

1.6 ni dNTPs 5mM 

0.2 ni RNAsin 

0.1 n' Retrotranscriptasa 

Incubar a 42°C por 30 min en un Termociclador. 

Una vez realizada la retrotranscripción, se procedió a amplificar el cDNA 

obtenido, realizándose para ello una PCR utilizando oligonucléotidos específicos 

del gen de la proteína VP4, los cuales nos delimitaron la región donde se 

encuentran las secuencias responsables de serotipo P (tabla 9); realizándose la 

siguiente mezcla en un tubo eppendorf de 0.5 mi. 



8.5 jd Agua bidestilada 

1.15 pi Buffer de PCR 10X 

0.25 Ml MgCI2 50 mM 

0.50 M! Oligos CON 2 y CON 3 12.5 mM 

1.0 MI dNTPs 5 mM 

1.0 Ml cDNA 

0.1 M» Taq-DNA polimerasa 

1 gota Aceite mineral 

Tabla 9: Oligonucléotidos utilizados en la amplificación del gen 4 de rotavirus humano. 

PRIMER SECUENCIA LOCALIZACION I REGION ESPECIFICIDAD 

(5 ' -3 ' ) (nucleótidos) AMPLIFICADA 

(pares de bases) 

CON 2 ATTTCGGACCATTTATAACC 868-887 876 VP4 

CON 3 I TGGCTTCGCCATTTTATAGACA 11-32 876 VP4 

En seguida los tubos eppendorf con esta mezcla, se pusieron en un 

Termociclador Perfcin Elmer y se corrió la PCR bajo el siguiente programa (tabla 

10). 

Tabla 10: Frecuencias de temperaturas utilizadas para amplificar el gen 4 de rotavirus. 

No. Ciclos Temperatura (°C) Tiempo 

1 94 1.5 min 

30 94 30 seg 

30 44 30 seg 

30 72 40 seg 



c) OBTENCION DE GENOTIPO 
Una vez amplificado el segmento del gen de VP4, se procedió a tipificar las 

muestras utilizando los siguientes oligonucleótidos (tabla 11). 

Tabla 11: Oligonucleótidos específicos de secuencia, utilizados para la obtención de 
genotipo P de cepas de rotavirus humanos. 

PRIMER SECUENCIA LOCALIZACION REGION ESPECIFICIDAD 

(5'-3') (nucteótidos) AMPLIFICADA 

(pares de bases) 

DE SEROTIPO 

1T-1 TCTACTTGGATAACGTGC 339-356 345 P1A 

2T-1 CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC 474-494 483 P1B 

3T-1 TGTTGATTAGTTGGATTCAA 259-278 267 P2 

4T-1 TGAGACATGCAATTGGAC 385-402 391 P3 

Se realizó la siguiente mezcla en un tubo eppendorf de 0.5 mi: 

9.31 \x\ Agua bidestilada 

1.24 jil Buffer para PCR 10X 

1.0 ni dNTPs 5 mM 

0.5 ni MgCI2 6.25 mM 

0.25 [í\ Oligonucléotidos de genotipo 

0.1 ni cDNA amplificado 

0.1 ni Taq-DNA Polimerasa 

1 gota Aceite mineral 

Adjunto a este proceso, también se incluyó el cDNA de 4 cepas de rotavirus 

como referencia (tabla 12). 



En seguida los tubos ependorff con esta mezcla, se pusieron en un 

Termociclador Perkin Elmer y se corrió la PCR bajo el siguiente programa (tabla 

13). 

Tabla 12: Cepas de rotavirus utilizadas como controles. 

CEPA VIRAL ORIGEN SEROTIPO P 

Wa HUMANO P1A 

DSIxUK HUMANO P1B 

ST3 HUMANO P2 

K8 HUMANO P3A 

Tabla 13: Frecuencias de temperaturas utilizadas en la obtención del genotipo P 
de cepas de rotavirus humanas. 

No. CICLOS TEMPERATURA (°C) TIEMPO 

1 94 30 seg 

30 94 30 seg 

30 42 1 min 

30 72 40 seg 

Al término de esta PCR, se tomó 4 \i\ del producto génico y se le adicionó 1 

jal de Azul de bromocresol. Esta mezcla se sometió a una electroforesis en geles 

de agarosa al 1.5% durante una hora a 95 Volts. Posteriormente el gel se tiñió con 

bromuro de etidio y se expuso bajo los rayos de una lámpara de luz ultravioleta, 

para visualizar los productos de la tipificación. Enseguida de esto, a los geles se 

les tomó una fotografía. 



ESPECIFICIDAD DE LA RESPUESTA INMUNE 

• DETECCION DE Ig A SECRETORA ESPECIFICA DE ROTAVIRUS EN 

HECES FECALES 

Placas de 96 pozos fueron sensibilizadas con 75 \ú de rota vi rus Rhesus 

(RRV) ultracentrifugado diluido 1:100 (pozos A5-H5 x A12-H12) y 75 \i\ de células 

MA-104 ultracentrifugadas diluidos 1:100 (A1-H8 x A4-H4), ambos, en SFB 5%-

PBS-Az; incubándose a 4°C toda la noche. Posteriormente se lavaron 2 veces con 

200 \i\ de PBS-Az y se les adicionó 75 \i\ de suero fetal de bovino 5%-PBS-Az, 

incubándose 1 hr a 37°C. En seguida se les agregó 75 |¿l de heces fecales 

diluidas 1:5,1:10, 1:20 y 1:100 en suero fetal de bovino 5%-PBS-Az, excepto a los 

pozos H3-H4 y H11-H12 incubándose 1:30 hrs a 37°C. En seguida se lavó 4 

veces con 200 \i\ de PBS-Az y se le adicionó 75 jil de conjugado (anti-lg A 

humana unido con fosfatasa alcalina 0.1 mg/ml) a una dilución 1:1000 en suero 

fetal de bovino 2.5%-PBS-Az, incubándose 1 hr a 37°C. A continuación se lavó 4 

veces con 200 |il de PBS-Az y se añadió 75 |il de sustrato (p-Nitrofenil Fosfato 

Disodio) diluido en buffer dietanolamina pH 9.8 (1 tableta de sustrato/5 mi de 

buffer). Se incubó 45 min a 37°C. 

Las placas fueron leídas en un Microlector de ELISA a 405 nm 

considerándose positivos las muestras que tuvieran una abosrbancia de 0.2 y que 

al menos presentaran el doble de absorbancia, con respecto a los controles. 

• DETECCION DE Ig M e Ig G ESPECIFICA DE ROTAVIRUS EN SUERO 

Placas de 96 pozos fueron sensibilizadas con 75 ñ) de rotavirus Rhesus 

(RRV) ultracentrifugado diluido 1:100 (pozos A5-H5 x A12-H12) y 75 ni de células 

MA-104 ultracentrifugadas diluidos 1:100 (A1-H8 x A4-H4), ambos, en SFB 5%-

PBS-Az; incubándose a 4°C toda la noche. Posteriormente se lavaron 2 veces con 

200 jil de PBS-Az y se les adicionó 75 de leche descremada, Incubándose toda 

la noche a 4°C. A continuación se lavaron 2 veces con 200 ni de PBS-Az y se 



adicionó 75 de suero de fase aguda y fase convaleciente diluidas 1:5, 1:10, 

1:20 y 1:100 en suero fetal de bovino 5%-PBS-Az incubándose 1:30 hrs a 37°C. 

En seguida se lavó 4 veces con 200 de PBS-Az y se le adicionó 75 ^l de 

conjugado (anti-lg M humana ó anti-lg G humana, unido con fosfatasa alcalina 0.1 

mg/ml) a una dilución 1:1000 en suero fetal de bovino 2.5%-PBS-Az, para luego 

ser incubadas 1 hr a 37°C. A continuación se lavó 4 veces con 200 |il de PBS-Az y 

se añadió 75 \ú de sustrato (p-Nitrofenil Fosfato Disodio) diluido en buffer 

dietanolamina pH 9.8 (1 tableta de sustrato/5 mi de buffer). Se incubó 45 min a 

37°C. 

Las placas fueron leídas en un Microlector de ELISA & 405 nm 

considerándose positivos las muestras que tuvieran una abosrbancia de 0.2 y que 

al menos presentaran el doble de absorbancia, con respecto a los controles. 

• CUANTIFICACION DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES 

a) MtCROTITULACION DE FOCOS INFECCIOSOS POR ROTAVIRUS 

Esta técnica se utilizó previo a los ensayos de neutralización para obtener 

el título de focos infecciosos de todos las cepas de rotavirus a utilizar; 

requiriéndose para ello, cajas de 96 pozos con células MA-104 con un período de 

incubación de 4 días. 

En primer instancia, se activó el virus a titular adicionando a 200 ^l de la 

cepa de virus, 1 ni de tripsina 1%, incubándose 30 min "a 37°C. Posteriormente en 

una caja de 96 pozos, se adicionó 90 p\ de MEM sin suero a las hileras B-H, 7 en 

la hilera A se adicionó 100 jil del virus por duplicado, de cada cepá de rotavirus a 

titular. En seguida utilizando una micropipeta multicanal (12 puntillas), se 

realizaron diluciones 1:5 apartir de la hilera B en delante. 

Posteriormente, las cajas con células MA-104 confluentes, se lavaron 2 

veces con 200 jd de PBS y se les adicionó 100 i¿l de MEM sin suero más 50 fil de 

cada dilución viral. En seguida se incubaron 14 hrs a 37°C y atmósfera de CO2. 



Después del período de incubación, las células fueron (avadas 1 vez con 

150 \i\ de PBS y se fijaron con 150 \ú de Acetona 80%-PBS durante 30 min a 

temperatura ambiente. En seguida se lavó 2 veces con 150 |xl de PBS y se 

adicionó 75 |¿l de un anticuerpo contra rotavirus (anti-Ym producido en conejo) 

diluido 1. 2000 en PBS. Se incubó 1:30 hr a 37°C. Se lavó 2 veces con 150 \j\ de 

PBS y se adicionó 75 \l\ de proteina A-peroxidasa diluida 1:2000 y se incubó de 

nuevo 1:30 hr a 37°C. A continuación se lavó 2 veces con 150 ]i\ de PBS y se 

añadió 75 ni de sustrato (carbazole), el cual se preparó y filtró momentos antes de 

su adición (para 10 mi de sustrato: 8.5 mi de buffer de acetatos 1)^, 1.5 mi de 

carbazole y 10 ni de peróxido de hidrógeno). Se incubó 15 min a 37°C, bajo 

condiciones de oscuridad. Al término de este tiempo, la reacción fué detenida 

lavando las placas con agua corriente y se dejaron secar sobre papel absorbente. 

El título de focos infecciosos se obtuvo, leyendo las placas en un 

microscopio invertido, contando el número de focos en el objetivo de 20X. En 

nuestro caso, requeríamos utilizar una dilución de virus en la cual se produjeran 

entre 150 y 200 focos infecciosos, por lo que 1a dilución en la que se presentaba 

esta cantidad en la titulación, fué la empleada para los ensayos de neutralización, 

b) ENSAYOS DE NEUTRALIZACION 

Para cuantificar la respuesta global de anticuerpos neutralizantes pontra 

cepas de rotavirus con diferente serotipo, los sueros de fase aguda y 

convaleciente se analizaron simultáneamente por un ensayo de neutralización. 

Placas de 96 pozos con células MA-104 (1 x 104 células/pozo) fueron 

sembradas e incubadas por 4 días. En seguida, se activó 200 ni ó más (esta 

cantidad dependía del título de focos infecciosos que poseía el virus) de la cepa 

viral a utilizar (tabla 13) (la activación del virus se realizaba antes de diluirlo) con 1 

\l\ de tripsina 1% y se incubó 30 min a 37°C. Posteriormente, 10 minutos antes de 

término de la activación del virus, en una placa de 96 pozos, se realizó 100 \x\ de 

diluciones de suero de fase aguda (1:100, 1:200) y convaleciente (1:100, 1:200, 



1:400, 1:800 y 1:1600) en MEM sin suero. En seguida a 50 de estas diluciones 

se les adicionó 50 \x\ del virus activado y diluido. Se incubó esta mezcla una hora 

a 37°C. 

Tabla 14: Cepas de rotavirus con diferente serotipo, utilizadas para la cuantificación de 
anticuerpos neutralizantes en suero. 

CEPA ORIGEN SEROTIPO G SEROTIPO P 

Wa HUMANO G1 P1A 

(Sintomático) 

S2 HUMANO G2 P1B 

(Sintomático) 

Price HUMANO G3 P1A 

(Sintomático) 

ST3 HUMANO G4 P2 

(Asintomático) 

Las placas con células MA-104, se lavaron 2 veces con P6S y se les 

adicionó 100 ^l de MEM sin suero y 50 \ú de la mezcla virus-suero. En seguida, se 

incubaron 14 horas a 37°C. Al término de este tiempo, las células fueron lavadas 

1 vez con 150 de PBS y posteriormente se fijaron con 150 j¿l de Acetona 80%-

PBS durante 30 min a temperatura ambiente. Se lavó 2 veces con 150 ^l de PBS 

y se adicionó 75 ^l de un anticuerpo contra rotavirus (anti-Ym producido en 

conejo) diluido 1: 2000 en PBS incubándose 1:30 hr a 37°C. A continuación se 

lavó 2 veces con 150 \i\ de PBS y se adicionó 75 ^l de proteina A-peroxidasa 

diluida 1:2000 y se incubó de nuevo 1:30 hr a 37°C. Se lavó 2 veces con 150 pJ deq 

PBS y se añadió 75 ^l de sustrato (carbazole) y se incubó 15 min a 37°C, bajo 

condiciones de oscuridad. Al término de este tiempo, la reacción fué detenida 

lavando las placas con agua corriente y se dejaron secar sobre papel absorbente. 



El título de anticuerpos neutralizantes SQ obtuvo, leyendo las placas en un 

microscopio invertido bajo el objetivo de 20X, utilizando el siguiente protocolo: 

a) Se contaba el número de focos infecciosos en los pozos control» 

b) En base a esta cuenta, se obtenía el número de focos infecciosos 

correspondientes al 60% 

c) Tomando como base el número de focos infecciosos correspondientes a un 

60%, se realizaba el conteo de focos en los pozos donde existía suero, hasta 

llegar a la dilución donde el número de focos era igual al 60%, considerándose 

esta dilución como el título de anticuerpos neutralizantes» 

c) CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES. 

La magnitud de la respuesta de anticuerpos neutralizantes dirigida 

específicamente contra VP7 ó VP4; fué medida por ensayos de neutralización 

contra cepas de virus rearreglantes. 

Las cepas de virus rearreglantes fueron seleccionadas dependiendo de la 

respuesta observada de los sueros, con las cepas de rotavirus con diferente 

serotipo. De esta manera, para analizar la respuesta contra VP7, el rearreglante 

presentaba la proteína VP7 de una cepa de origen humano y VP4 de una cepa de 

origen animal; mientras que para observar la reacción contra VP4, el virus 

rearreglante contenía VP4 humana y VP7 de origen animal (tabla 15). 

El protocolo para la realización del ensayo fué exactamente igual* que el 

utilizado para la cuantificación de anticuerpos neutralizantes contra cepas de 

rotavirus con diferente serotipo. 

* ESPECIFICIDAD DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES CONTRA 

EPITOPES DE VP4YVP7 

La respuesta contra epitopes específicos en las proteínas de superficie se 

determinó mediante un ensayo de bloqueo de ELISA, con lo cual se midió la 

capacidad de los sueros de fase aguda y convaleciente para competir por la unión 



al virus, contra anticuerpos monoclonales dirigidos hacia dominios homotipicos y 

heterotípicos de VP4 y VP7 (tabla 16 y 17). 

De esta manera, placas de 96 pozos fueron sensibilizadas con 75 del 

anticuerpo monoclonal a competir diluido en PBS-Az (placa 1). Aparte y a la par 

de la placa con el anticuerpo monoclonal, otra placa de 96 pozos fué bloqueada 

con 150 |il suero fetal de bovino 5%-PBS-Az (placa 2), incubándose estas toda la 

noche a 4°C. 

Tabla 15: Cepas de rotavirus rearreglantes utilizadas para determinar la especificidad de 
anticuerpos neutralizantes contra VP4 y VP7. 

VP7 VP4 

CEPA VIRAL Rearreglante SEROTIPO Rearreglante SEROTIPO 

Wa DxRRV D-VP7 VP7-G1 4-10 CJN-VP4 VP4-P1A 

(humana), VP4-P5 - (humana). VP7-ND"** 

RRV-VP4 
£ 

EDIM-VP7 

(simio) £ (ratón) 

S2 7DS1 DS1-VP7 VP7-G2 DSIxUK DS1-VP4 VP4-P1B 

(humana), VP4-P5 (humana), VP7-G6 

RRV-VP4 UK-VP7 

(simio) (bovino) 

Price *RRV VP7 y VP4 

RRV (simio) 

G3, P5 4-10 CJN-VP4 

(humana), 

EDIM-VP7 

(ratón) 

VP4-P1A 

VP7-ND 

ST3 ST3xSA11 ST3-VP7 

(humana), 

SA11-VP4 

(simio) 

VP 7334 

VP4-P6 

-a 

* Para medir la respuestra contra VP7 no se utilizó un virus rearreglante; RRV es una cepa 
con sus dos proteínas de superficie. Sin embargo, para corroborar que la respuesta hacia RRV, 
fuera por el reconocimiento de la proteina VP7, se incluyó el rearreglante 3-17, el cual contiene la 
VP4 de RRV y la VP7 de EDIM. 
** No se contó con cepas virales rearreglantes para medir la respuesta contra VP4„> 
*** ND: Serotipo no determinado. 



Tabla 16: Anticuerpos Monclonales utilizados para la determinación de la especificidad dea 
epitopes en VP7, de anticuerpos neutralizantes. 

ANTICUERPO MONOCLONAL ESPECIFICIDAD 

DE EPITOPE 

SEROTIPO VIRUS 

HOMOLOGO Il Y 
5E8 5E8 

i 
G1 Wa 

2C9 2C9 T3f Wa 

2F1 2F1 G2 S2 

4F8 4F8 G3 •Price 

2A4 2A4 G1, G3 Pric£ 

ST-2G7 ST-2G7 G4 I ST3 

Tabla 17: Anticuerpos Monclonales utilizados para la determinación de la especificidad de 
epítopes en VP4, de anticuerpos neutralizantes. 

ANTICUERPO MONOCLONAL ESPECIFICIDAD 

DE EPITOPE 

SEROTIPO VIRUS 

HOMOLOGO 

1A10 1A10 P1A Wa 

RV5:2 RV5 P1B S2 

HS6 HS6 P2 ST3 

1E4 1E4 P1A, P2 Wa 

YO-2C2 - COMUN 
-

Posteriormente la placa 1 se lavó 2 veces con 200 (¿l de PBS-Az y se 

bloqueó con 150 ni de SFB 5%-PBS-Az; mientras que la placa 2, se lavó una vez 

con 200 p\ de PBS-Az y se le adicionó 50 ni del suero de fase aguda y 

convaleciente diluidos 1:3 en SFB 2%-PBS-Az, además de 50 ni del virus 

homólogo. Ambas placas fueron incubadas a 4°C toda la noche. 

Posteriormente, la placa 1 fué lavada 2 veces con 200 \i\ de PBS-Az y se le 

adicionó 75 ni de la mezcla virus- suero (placa 2) y se incubó a 37°C por 3 horas. 

En seguida se lavó 4 veces con 200 \\\ de PBS-Az y se le adicionó 75 ni de un anti 



rotavirus producido en conejo, diluido 1:2500 en SFB 2.5%-PBS-Az y se incubó a 

37°C por 2 horas. Se lavó 4 veces con 200 ni de PBS-Az y se adicionó 75 ni de 

conjugado (anti-lg G de conejo unido a fosfatasa alcalina) diluido 1:1000 en SFB 

2.5%-PBS-Az, y se incubó a 37°C por una íiora^A continuación se lavé 4 veces 

con 200 ni de PBS-Az y se añadió 75 ni de sustrato (p-Nitrofenil Fosfato Disodio) 

diluido en buffer dietanolamina pH 9.8 (1 tableta de sustrato/5 mi de buffer) 

incubándose 45 min a 37°C. 

Las placas fueron leídas en un Microlector de ELISA a 405 nm, 

considerándose que existió competencia por parte del suero de fase aguda y 

convaleciente, cuando la absorbancia era menor de 0.2. 



Un total de 860 muestras de heces fecales fueron recolectadas de niños 

menores de 2 años con y sin diarrea, durante el brote epidémico de rotavirus entre 

Octubre 1994 y Febrero 1995, en el área Metropolitana de Monterrey, N.L.; 

obtenidas de las Clínicas No. 4, 6 y 17 del Instituto Mexicano del Seguro Social y 

el Hospital Secc. 50 S.N.T.E para maestros del estado. De éstas, 392 (46%) 

resultaron positivas para el virus; donde 337 (64%) fueron pacientes con diarrea y 

55 (17%) no presentaban síntomas de gastroenteritis (figura 1). 

MUESTRAS TOT. 
860 

POSITIVOS 
392 

Figura 1: Número de muestras y casos positivos para rotavirus durante el brote epidémico de 
Octubre 1994-Febrero1395. 

Durante el período de estudio se presentaron casos positivos para rotavirus 

en las dos poblaciones a investigar (sintomáticos y asintomáticos), sobresaliendo 

un porcentaje superior al 50% de casos en ios meses de Enero y Diciembre (tabla 

18). 
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Tabla 18: Datos generates del brote epid6mico de rotavirus 1994-1995. 

M E a E NO.MTAS t POSITIVOS. PORCENTAJE; 

Octubre 140 41 29.28% 

Noviembre 157 53 33.75% 

Diciembre 242 133 54.95% 

Enero 220 126 57.27% 

Febrero 101 , 39 38.6% 

La frecuencia de rotavirus durante este período mostró un comportamiento 

similar al de años anteriores, donde en los meses previos al invierno, el 

incremento de los casos positivos fué progresivo hasta llegar a un punto máximo, 

que coincide con los meses de invierno más fríos, para posteriormente disminuir, 

a medida que la temporada de invierno culminaba (figura 2). 

3 0 0 
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Figura 2: Frecuencia de casos de rotavirus en niños con y sin gastroenteritis 
durante 1994-1995. 



Asimismo, a través del estudio, rotavirus fué detectado en todas las edades 

comprendidas en el rango de días hasta los 2 años, que fué la edad máxima de 

los infantes analizados. Sin embargo la mayor prevalencia fué en niños con 

edades de 1 a 11 meses (72 %) (figura 3). 

1 ANO 
6 % 

MESES 
72% 

0 4 

>1 AÑO 
21% 

2 AÑOS 
1% 

Figura & Frecuencia de edades en niños con rotavirus durante 1994-1995. 



CARACTERIZACION MOL£ CXJLAR DE 

T.A CEPA DE: ROTAVIRUS INFECTANTE 

Debido a la gran cantidad de casos positivos, para la caracterización de la 

cepas de rotavirus aisladas, los criterios de selección de las muestras para el 

analisis molecular fueron: incluir 45 muestras obtenidas de pacientes 

asintomáticos, y 94 muestras diarreicas representativas de todos los meses del 

estudio; entre estas últimas se encontraban también las muestras de heces de las 

cuales fué posible recolectar suero de fase aguda y convaleciente; dando un total 

de 139 muestras. 

SEROTIPOS G-

Mediante un ensayo de ELISA y utilizando anticuerpos específicos de 

serotipo G, en las 139 muestras de heces fecales analizadas se detectó la 

presencia de cepas con serotipos G1-G4 (tabla 19), 

Tabla 19: Caracterización de cepas de rotavirus humano en serotipos G. 

SEROTIPOS G 

No. MTAS G1 G3 G4 G1.G3 G2.G3 G3.G4 COMUN NEG 

139 60 38 1 8 1 2 2 17 

Aunque en este brote existieron cepas de rotavirus con cuatró diferentes 

serotipos G, la mayoría de los casos presentaron sólo los serotipos G1 (43.1%) ó 

G3 (27.3%). 

Asimismo, en 11 (7.9%) de las muestras tipificadas, se determinó dos 

serotipos simultáneamente (coinfecciones) (tabla 19); situaciórf que se pudo 

corroborar, sólo en las coinfecciones G1, G3 mediante lina electroforesis del RNA 

viral en geles de poliacrilamida; las cuales mostraron doble material genético con 

diferente migración en los segmentos 7, 8 y 9; genes responsables de codificar 

para la proteína VP7 (figura 4). 



Canil 1 2 3 4 5 

Figura 4: Coinfecciones con dos rotavirus con serotipo G diferente, en casos de 
gastroenteritis. Carril 2 y 5: coinfección con serotipos G1 y G3; Carril 3: coinfección con dos 
serotipos G3. 

Por otra parte, en dos muestras aunque no se pudo detectar el serotipo G, 

existió reacción con el anticuerpo monoclonal 129, €l cual sólo identifica fia 

presencia de VP7, independientemente del serotipo. Además un 12.2% de las 

muestras no pudieron ser tipificables al menos, para los serotipos estudiados. 

Sin embargo, a pesar de que los serotipos G1 y G3 fueron los 

predominantes en el brote epidémico, el comportamiento y cantidad de casos, fué 

diferente para cada serotipo, ya que el serotipo G3, se encontró presente en todos 

los meses del estudio en una frecuencia relativamente constante, aunque siempre 

en menor proporción que el serotipo G1 (sólo al inicio del estudio hubo más casos 

del serotipo G3); el serotipo G1, fijé en aumento hasta el mes de Enero, donde se 

detectó con mayor frecuencia (figura 5). 
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Figura 5: Comportamiento de I6s serotipos 0 1 y G3 durante el brote epidémico de 
rotavirus 1994-1995. 

Además el comportamiento de estos dos serotipos en cuanto a tipo de 

población estudiada también mostró variaciones, ya que si bien, tanto 

sintomáticos como asintomáticos presentaron cepas con serotipos G1 y G3 (tabla 

20), la distribución y frecuencia de estos serotipos en los pacientes sintomáticos, 

tuvo un aumento progresivo en la detección de G1 y una frecuencia constante 

para G3, mientras que en el caso de los pacientes asintomáticos ambos serotipos 

registraron un comportamiento similar durante todo el brote (figura 6 y 7). 

Tabla 20: Frecuencia de serotipos G en muestras de niños sintomáticos y asintomáticos 
para rotavirus. 

G l G3 G4 G1.G3 G2.G3 G3.G4 Común NEG Total 

SINT 40 (42.5%) 33 (35%) 1 5 1 1 0 13 94 

ASINT 20 (44%) 15(33%) 0 3 0 1 2 4 45 

SEROTIPOS G 

• G1 

• G3 



SEROTIPOS F» 

La caracterización de las cepas de rotavirus en serotípos P recuperadas de 

niños sintomáticos y asintomáticos, fué realizada utilizando anticuerpos 

monoclonales específicos de serotipo%Así las 139 muestras de heces 

seleccionadas mostraron la siguiente reactividad (tabla 21): 

Tabla 21: Caracterización de cepas de rotavirus humano en serotipos P. 

No. MTAS SEROTIPO P EPITOPES 

67 P1A F45:4, 1A10 

33 P1A F45:4 

1Í1 P1A 1A10 

7 P1A.P1B F45:4, 1A10, RV5:2 

6 P1A.P1B F45:4, RV5:2 

1 P1B RV5:2 

14 NEG 

Aunque 111 (79.8%) muestras pertenecieron al serotipo P1A, la utilización 

de dos anticuerpos monoclonales para la detección qle este serotipo, demostró 

variabilidad de epitopes, ya que de éstas, 67 (48%) tuvieron los dos epitopes; 33 

(23%.7) sólo el epitope F45 y, 11 (7.9%) el epitope 1A10 (tabla 21). 

Asimismo, 13 (9.3%) -cepas además de reaccionar con anticuerpos 

monoclonales para el serotipo P1A, presentaron también una reactividad con el 

anticuerpo monoclonal RV5, (específico de serotipo P1B). Además, en la 

tipificación de estos serotipos, también existió un 10% de muestras que no 

pudieron ser tipificables al menos, para los serotipos estudiados (tabla 21). 

Por otra parte, con respecto al comportamiento de los dos serotipos P 

detectados durante el brote epidémico, aunque ambos se encontraron en todos 

los meses del estudio, el número de casos siempre fué mucho mayor para el 

serotipo P1A, quien resultó ser el predominante (figura 8). 
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Figura 6: Comportamiento de los serotipos G1 y G3 en pacientes Sintomáticos durante el 
brote epidémico de rotavirus 1994-1995. 
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Figura 7: Comportamiento de los serotipos G1 y G3 en pacientes Asintomáticos durante el 
brote epidémico de rotavirus 1994-1995. 



Sin embargo, el tipo y comportamiento de serotipos P en las dos 

poblaciones estudiadas (sintomáticos y asintomáticos), fué prácticamente la 

misma (tabla 22). 
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Figura 8: Comportamiento de los serotipos P1A y P1A.P1B durante el brote epidémico de 
rotavirus 1994-1995. 

Tabla 22: Frecuencia de serotipos P en muestras de pacientes sintomáticos y 
asintomáticos para rotavirus. 

P1A F45 1A10 P1ARV5 F45RVS RV5 NEG Total 

SINT 45 (47.8%) 24 9 3 1 1 11 94 

ASINT 22 (48%) 9 2 4 - * 0 3 45 

SEROTIPO G y P DE CEPAS DE 
ROTAVIRUS HUMANAS 

La predominancia de serotipos, entre las cepas de rotavirus aisaldas tanto 

de niños sintomáticos como asintomáticos, mostró que las cepas de rotavirus 



circulando entre estas poblaciones; presentaron principalmente el serotipo dual 

G1.P1 A (tablas 23 y 24). 

Tabla 23: Relación de serotipos G y P de cepas de rotavirus humanas en pacientes 
sintomáticos« 

P IA F45 1A10 P1ARV5 F45RV5 RVS NEG Total 

G1 21 12 3 2 1 1 40 

G3 17 9 3 1 3 33 

G4 1 1 

G1.G3 4 ] t 
s 

G2,G3 1 

1 

1 
\ 

G3,G4 
e 

1 1 

Común ! 0 

NEG 2 3 2 6 13 

Total 45 24 9 3 1 1 11 94 

Por otra parte, la variabilidad de serotipo que se pudio detectar entre las 

diferentes combinaciones de serotipos G y P, de las cepas virales obtenidas de 

estas dos poblaciones, fué la presencia de cepas con serotipo G2G3.RV5 y 

G4.P1A; las cuales se detectaron exclusivamente en sintomáticos (tabla 23 y 24). 

Tabla 24: Relación de serotipos G y P de cepas de rotavirus humanas en pacientes 
asintomáticos. 

P1A F45 1A10 P1ARV5 F45RV5 NEG Total 

G1 11 3 3 3 
i 20 

G3 8 4 1 1 1 15 

G1,G3 1 3 

G3.G4 1 1 

Común 1 1 2 

NEG 1 1 2 4 

Total 22 9 2 4 5 
3 

45 
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DETERMINACION DE GENOTIPO P 

Sesenta y ocho cepas que presentaron reactividad para diversos 

anticuerpos monoclonales, se analizaron por reacción de polimerasa en cadena 

para determinar el genotipo correspondiente. De éstas, 60 resultaron ser genotipo 

8,1 genotipo 6 y 7 genotipo 4 (tabla 25). 

Tabla 25: Genotipo P de cepas de rotavirus con variabilidad de epitopes en VP4. 

GENOTIPO P 
Epitopes en VP4 P-gen 8 P-gen 6 P-gen 4 Cantidad 

1A10 6 0 1 # 7 
F45 13 ' 0 0 § 13 
1A10; F45 31 0 0 i 31 
1A10; F45; RV5 « 0 o ^ r 7 
RV5 0 0 4 4 
1A10; RV5 0 0 2 2 
F45; RV5 2 0 1 3 
HS6 0 1 0 1 

Total 59 f 8 68 

Los resultados, confirman el serotipo P dado por los anticuerpos 

monoclonales, ya que las cepas que presentaban epitopes específicos de serotipo 

P1A (F45 y/o 1A10) pertenecieron al genotipo P-8; asi como las cepas con 

epitopes RV5 (P1B), y HS6 (P2), resultaron ser genotipo P-4 y P-8 

respectivamente (figura 9). Sin embargo, en 4 muestras, a pesar de contener 

epitopes para el serotipo P1A, fueron genotipo P-4, el cual está asociado al 

serotipo P1B (tabla 25). 



Figura 9: Genotipo P de rotavirus mediante PCR. Carril 1: Cepa Wa con genotipo P-S; carril 2: 
cepa DS1 con genotipo P-4; carril 3-6: muestras problema. 



DETECCION DE Ig& SECRETORA EN 

HECES FECALES 

Utilizando anticuerpos monodonales específicos de clase de 

Inmunoglobulina, se determinó la presencia de IgA secretora en muestras de 

heces fecales positivas para rota vi rus, tanto de pacientes sintomáticos como 

asintomáticos para la gastroenteritis. 

La presencia de IgA fué detectada en 43 (31.3%) muestras de heces, de un 

total de 137 analizadas, determinándose con mayor frecuencia en las muestras 

sintomáticas (tabla 26). 

Tabla 26: Detección de IgA específica de rotavirus en heces fecales. 

No. MTAS TIPO DE MUESTRA POSITIVOS TITULO DE ANTICUERPOS 

88 SINTOMATICOS 17 1:5 

1 1:20 

49 ASINTOMATICOS 5 1:5 

DETECCION DE IgM e IgO CONTRA 

ROTAVIRUS EN SUERO 

A través del brote epidémico, se obtuvieron 80 sueros pareados (fase 

aguda y convaleciente) de niños con gastroenteritis por rotavirus, en los cuales se 

estudió la especificidad de la respuesta inmune humoral. 

Los datos de edad, asi como del serotipo G y P de la cepa de rotavirus 

responsable de la infección , se muestran en la tabla 27. Así, independientemente 

de la edad y el serotipo de la cepa infectante, en 73 (91.2%) muestras de suero, 

fué posible encontrar la presencia de anticuerpos de clase IgM e IgG. 



Tabla 27: Edad en meses y Serotlpo G, P Infectante de sueros pares recolectados para la 
determinación de la especificidad de la respuesta inmune humoral en una infección natural 
por rotavirus. 

I Edad G1 G3 G1G3 NEG ND 1 rotai I 

O 

I P1A F45 P1A P1A F45 ' IA10 P1A P1A I 1A10 F45 NEG I 

(a) RV5 (b) RV5 

2 2 i 2 I 

I 4 2 2 4 I 

I 5 í l 
3 I 

I 6 1 3 4 1 1 10 

I 7 2 1 1 1 1 6 I 

8 1 2 1 1 5 

I 9 1 2 3 1 1 8 I 

I 10 2 5 

11 1 1 I 

I 12 2 1 3 1 7 

I 13 2 2 

14 2 1 1 1 5 I 

15 1 2 1 

I 16 1 1 1 & I 

17 1 1 2 % 
I 18 1 1 • c 2 

I 20 1 1 2 

23 1 1 

I 26 

I ND 1 i 1 1 1 

1 

1 
H f - P 

1 I 
O í f 

Tota 1 11 14 1 28 9 4 6 2 1 1 I 2 1 I
 80 I 

O Edad de los infantes en meses. 
(a) y (b) El serotipo P, en cada uno de los casos, corresponde a P1A, sin embrago, estas muestras 
sólo presentan un epitope, razón por la cual se omite serotipo P1A, y se señala el epitope presente. 



Sin embargo en 51 (63.7%) sueros, los anticuerpos IgM se detectaron 

tanto en suero de fase aguda como convalesceinte; mientras que para los 

anticuerpos IgG (71.2%), la mayoría se determinó en suero de fase 

convaleciente.Asimismo, existió un suera donde no se detectó IgM y dos sueros 

donde no se encontró IgG, aunque en cada unq de ellos, cuando no se encontró 

IgM, se detectaba IgG y yisceversa (tabla 28). 

Tabla 28: Detección de anticuerpos IgM e IgG contra rotavirus en suero de fase aguda y 
convaleciente de niños con rotavirus. 

Ac* SFA, SFC SFA SFC " NEG ND** Total 

(a) (b) 

IgM 51 12 10 1 6 80 

IgG 11 4 
I -t 

57 2 6 80 

* Ac: Anticuerpo 
** ND: No determinado 
(a) SFA: Suero de fase aguda 
(b) SFC: Suero de fase convaleciente 

Por otra parte, a excepción de un sólo caso, en donde sólo se encontró 

anticuerpos de clase IgG en suero de fase convaleciente, el título de anticuerpos 

de clase IgM fué siempre mayor que el titulo de IgG, alcanzando títulos de 1:800 y 

mayores, situación que demuestra que las infecciones producidas pof rotavirus en 

estos pacientes fueron de naturaleza primaria (figura 10 y 11). 

CUANTIFICACION DE ANTICUERPOS 
NEUTRALIZANTES 

Mediante ensayos de reducción de focos infecciosos por neutralización, 

fué posible identificar y cuantíficar tanto &n suero de fase aguda como 

convaleciente, anticuerpos neutralizantes para cepas de rotavirus con diferente 

serotipo G y P. 
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Figura 10: Anticuerpos de clase IgM e IgG contra rotavírvis en suero de fase aguda de 
niños con gastroenteritis. 
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Figura 11: Anticuerpos de clase IgM e IgG contra rotavirus en suero de fase convaleciente 
de niños con gastroenteritis. 



Así, los 80 sueros pares provenientes en su mayoría de infecciones con los 

serotipos G1.P1 A y G3.P1A; fueron probados- con las t»pas virales: Wa (GI3 

P1A), S2 (G2, P1B), Price (G3, P1A) y ST3 (G4, P2), en donde sólo 51 (63.7%) 

presentaron seroconversión.De estos, 49 mostraron- seroconversion Jiomóloga 

para el serotipo P infectante (P1A), mientras que para el serotipo G, 26 (51 %)> 

resultaron ser seroconversion homologa (Wa o Price), 10 (20 %) además de 

seroconversion homologa, existió seroconversion para otras cepas, 12 (23 %)i 

seroconversion heteróloga, 2 (4%) sueros con coinfecciones presentaron 

seroconversion a una de las cepas infectantes, y 1 (2%) suero con seroconversion 

no se determinó el serotipo infectante. 

Por otra parte, en 24 sueros donde np existió seroconversion, los títulos, d ^ 

anticuerpos detectados estaban en @l rango de 1:100 y 1:200 y, el reconocimiento 

de las cepas Wa (G1) y Price (G3), también fué la respuesta predominante. En 5 

sueros, no se detectó actividad neutralizante para ninguna de las cepas virales 

probadas; aunque en dos de ellos sí se detectaron anticuerpos de clase IgM e 

para rotavirus. 

SEROCONVERSION HOMOLOGA 

Veintiséis (51 %) sueros presentaron una seroconversion homologa hacia 

el serotipo G de la cepa infectante, donde 9 (35 %) correspondieron al serotipo G1 

y 17 (65 %) al serotipo G3. 

Asimismo, dos sueros que provenían de una coinfección con serotipos 

G1 ,G3, presentaron seroconversion sólo con la cepa Wa (G1). 

SEROCONVERSION HOMOLOGA Y HETEROLOGA 

De 10 sueros con seroconversion homologa a G3, en 9 (90 %) se detectó 

también respuesta hacia G1, aunque 3 de estos sueros presentaron además 

seroconversion a otras cepas. El suero restante presentó seroconversion hacia el 

serotipo G4. 
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SEROCONVERSION HETEROLOGA 

Entre los 12 sueros con seroconversión heteróloga, 5 tenían como cepa 

infectante G1, y 7 la cepa infectante correspondió a G3-

De estas, todas los sueros con cepa infectante G3 seroconvirtieron a G1, 

mientras que de los 5 sueros cuya cepa infectante fué G1, en 3 se detectó 

seroconversión a G3, y en 2 seroconversión a G4. 

Un suero cuyo serotipo G infectante no pudo ser identificado, presentó una 

seroconversión con el serotipo G1 (Wa) (tabla 29). 

E S P E C I F C I D A D D E A N T I C U E R P O S 
N E U T R A L I Z A N T E S C O N T R A P R O T E I N A S 
V P 7 Y V P 4 D E R O T A V I R U S 

Para determinar la especificidad de los anticuerpos neutralizantes hacia las 

proteínas de superficie de rotavirus (VP4 y VP7), los 51 sueros de fase aguda y 

convaleciente, se analizaron por neutralización, Utilizando cepas de rotavirus 

re arreglantes, las cuales son cepas manipuladas para expresar sólo una de las 

proteínas a estudiar. 

SUEROS CON CEPA INFECTANTE G1 

De los 14 sueros con cepa infectante G1, 9 (64 %) seroconvirtieron con su 

cepa homologa (Wa: G1). De estos, en 7 (76 %} se detectaron anticuerpos 

específicos para ambas proteínas (VP7 y VP4), donde 3 sueros, además de 

reaccionar con la VP7 de la cepa homologa, reaccionaron con la VP7 de la cepa 

Price (serotipo G3). En dos casos (22 %), sólo se registraron anticuerpos hacia la 

proteína VP4. 

De los 5 sueros restantes, 3 que seroconvirteron a G3, en 2, la respuesta 

fué específica para VP4 y en uno, la especificidad fué dirigida hacia la proteína 

VP7. Sin embargo la rectividad se presentó tanto para la VP7 con serotipo Gl , 

como para la VP7-G3. 



Tabla 29: Seroconversión de anticuerpos neutralizantes contra cepas de rotavirus, en suero 
de fase aguda y convaleciente de niños con infecciones primarias. 

Suero Edad Serotipo 
Infectante 

Neutralización Suero Edad Serotipo 
infectante 

Neutralización 

77647 S 1 43598 14 3 3 
79582 10 1 54615 9 3 3 
79235 ND " 54917 15 3 3 
79238 10 1 54919 10 3 3 
79773 ND 1 54933 9 y 3 
80074 7 1 55451 6 a 3 
80172 13 1 55669 14 3 
80502 12 1 56210 10 3 3 
80858 13 1 65500 12 3 3 
55387 7 1 65660 15 3 3 
55137 16 1 3* 65856 5 3 3 
54941 4 1 3 21091 12 3 1.3* 
80865 12 1 4 21233 7 3 1.3 
80866 6 1 4 21236 20 3 1,3 
32332 8 3 1* 21251 2 3 1,3 • 
32629 15 3 1* 43616 9- 3 1.3 
77557 14 3 1* 43974 10 3 1.3 
79325 ND 3 1* 44202 16 3 1,3.4* 
21097 17 3 1 55490 15 3 3,4* 
21306 6 3 1 21234 18 3 1,2,3 
78112 ND 3 1 21226 8 3 1,2.3.4 
32688 5 3 3* 80852 14 1,3 r 
43421 6 3 3* 80848 14- V3T 1 
43500 6 3 3* 80351 6 ? 1 
32652 11 3 3 -

32789 17 3 3 
43460 7 3 3 

* 

ND: Edad no determinada 
?: Serotipo G no tipificatile 

Los 2 sueros que seroconvirtieron 3 G4, presentaron especificidad a VP7^ 

tanto de serotipo G3 como G4 (VP7-G3 y VP7-G4). 

SUEROS CON CEPA INFECTANTE G3 

De los 34 sueros con cepa infectante G3, en 17 con una seroconversión 

homologa, se detectaron anticuerpos con especificidad a laŝ  dos proteínas 

(VP4,VP7). 

En 6 casos, donde existió el reconocimiento simultáneo para dos cepas 

(Wa y Price); 5 presentaron una reactividad para VP7 con serotipo G3, además de 



anticuerpos contra VP4; mientras que en un suero, se detectaron anticuerpos 

específicos para la VP7 y VP4 de ambas cepas (Wa y Pnce). 

La especificidad de los anticuerpos neutralizantes para los sueros que 

neutralizaron simultáneamente 2, 3 y 4 cepas, también estaba dirigida hacia la^ 

dos proteínas VP4 y VP7. 

Por otra parte, en 6 de los 7 sueros con seroconversión para la cepa Wa 

(serotipo G1), se encontraron anticuerpos específicos para las dos proteínas, VP4 

y VP7-G3. 

CEPA INFECTANTE G1.G3 

El suero proveniente de una cepa viral la cual no pudo ser tipificada para 

serotipo G, pero que presentaba una proteína VP4 con serotipo P1A (F45), y que 

había mostrado una seroconversión sólo para la cepa Wa^ (G1), presentó 

anticuerpos específicos para la VP4-P1A y para la VP7-G3 (tabla 30). 

Asimismo, cabe mencionar que en este análisis utilizando *cepas 

rearreglantes, los títulos de anticuerpos fueron en general, menores a los 

detectados con las cepas virales de referencia (Wa, S2, Price y ST3), a excepción 

de los títulos registrados para la cepa RRV, (con la cual se determinaba la 

especificidad de los anticuerpos neutralizantes para la proteína VP7 con serotipo 

G3); ya que en la mayoría de los casos, los sueros que presentaron reactividad 

hacia esta cepa, el título de anticuerpos fueron los más altos registrados, inclusive 

en sueros en donde no se había registrado seroconversión para la cepa Price 

(G3). 

Sin embargo cabe aclarar, que esta cepa no se trataba de un rearreglante, 

sino un virus que presentaba sus dos proteínas de superficie de origen animal 

(mono Rhesus); situación que provocó un estudio extra, para corroborar que tal 

respuesta hacia esta cepa era por el reconocimiento de la VP7. Así, se utilizó una 

cepa rearreglante denominanda 3-17, la cual contenía la proteina VP4 de RRV 

(serotipo P5) y la proteína VP7 de EDIM (rotavirus de ratón con serotipo G 

indeterminado); con lo cual una reacción negativa para esta cepa, nos indicaba 

que la respuesta dada hacia RRV era a través de VP7. 



Tabla 30: Especificidad de anticuerpos neutralizantes para las proteínas VP7 y VP4 de 
rotavirus en suero de fase aguda y convaleciente, de niños con infecciones primarias. 

Serotipo 
infectante 

AcN Anti-VP7 "" Anti-VP4(e' Serotipo 
nfectante 

AcN Anti-VP7 Anti-VP4 | 

1 * - 1,3 3- : 5 3 H,3 

1 l* 1 i , a 3 

\ 1 y 1,3 3 3 1<3 1.3 

1 1 1 1,3 3 3 3 1.3 

1 1 1 1,3 3 3 3 1,3 

1 1 1,3 1,3 3 3 3 1,3 

1 1 1 1,3 3 3 

1 1 1,3 1,3 3 3 1,3 

1 1 1,3 1.3 3 3 3 1,3 

1 3* - 1,3 3 3 3 1,3 

1 3* - 1,3 3 3 1.3 ~ 1,3 

1 3 - 3" 3 3 1,3 

1 4 3 n 3 1,3^ *3 1,3 

1 4 4 * * 3 1»3 ,3 1,3 

3 1* 3 1,3 3 1.3 3 1,3 

3 r 3 - 3 1,3 3 1.3 

3 r 3 1.3 3 1,3 3 1.3 

3 1* 3 1.3 3 1,3- 1.3 1.3 

3 1 3 1.3 3 1,3,4* 3.4, 1 .3 

3 1 3 1,3 3 3.4* 1,3 

3 i 1,3 1,3 3 1.2,3 2.3 1,3 

3 3* 3 1,3 3 1.2.3,4 3.4 1.2,3 

3 3* 3 1.3 1,3 1* - 1,3 

3 3' 3 1,3 1.3 1 1.3 1,3 

3 3 3 ID» .3 ? 1 i 3 

3 3 I 1.3 fí3 

(a) AcN: Anticuerpos neutralizantes contra cepas de rotavirus con diferente serotipo G y P. 
(b) Anticuerpos neutralizantes específicos para la proteina VP7: el número significa el serotipo 6 , al 
cual pertenece la proteina. 
(c) Anticuerpos neutralizantes específicos para la proteina VP4; como las cepas Wa (G1) y Price 
(G3), presentan el mismo serotipo P: P1A, se concluye que la respuesta va hacia la VP4 de ambas 
cepas (G1.G3). 
** No se determinó la especificidad de anticuerpos contra la proteina VP4. 



Aunque los resultados con la cepa 3-17, en la mayoría de los sueros 

analizados fueron los esperados, en 21 sueros (41.1%) existió (aunque poca) 

reacción positiva, por lo que de nueva cuenta, se hizo necesario realizar ¿rtro 

ensayo, para descartar la posibilidad de estar titulando en estos sueros, otro tipo 

de molécula diferente a los anticuerpos. Por lo tanto, se escogieron 6 sueros eos 

altos títulos de anticuerpos para la cepa RRV tanto en suero de fase aguda como 

convaleciente (>1:200/>1:1600) y a una alícuota de éstos, se les adicionó 

Mercaptoetanol y se calentaron a ebullición durante un minuto; después del 

ensayo de neutralización se detectó que en todos los sueros tratados, el título de 

anticuerpos neutralizantes había sido eliminado, encontrándose el mismo número 

de focos infecciosos en los pozos con 'suero problema y en los pozos control; 

mientras que en los sueros no tratados, el título de anticuerpos neutralizantes 

permaneció sin alteración; este resultado confirmó entonces que la reacción 

positiva de estos sueros hacia la cepa RRV, fué mediada por anticuerpos. 

Por otra parte, en todos los 51 sueros donde existió seroconversión, 

siempre se detectó anticuerpos neutralizantes específicos para una ó ambas 

proteínas de superficie de rotavirus; y cuando existió una seroconversión sólo 

para la cepa homologa, se detectaron anticuerpos específicos para las proteínas 

VP7 y VP4 de la cepa homologa; mientras que cuando se detectó una 

seroconversión contra una cepa heteróloga (G1 ó JG3), sólo sec detectaron 

anticuerpos contra la VP4 (tabla 30). 

ESPECIFICIDAD DE ANTICUERPOS 
NEUTRALIZANTES CONTRA EPITOPES 
DE VP4 Y VP7 

Para determinar la especificidad de los anticuerpos neutralizantes hacia 

epitopes en las proteínas VP4 y VP7, se seleccionaron 40 sueros pares donde se 

incluían 21 de los sueros en donde existió seroconversión. 



SUEROS CON REACCION HOMOLOGA A G1 

En 4 de 5 de los sueros en donde existió una reacción homologa para el 

serotipo G1, y que se habían detectado anticuerpos específicos para la VP7-G1 y 

VP4-P1A; se encontraron, anticuerpos específicos para epitopes de neutralización 

para VP7-G1 y VP4-P1A; mientras que en uno, se detectaron anticuerpos 

específicos de epitopes de la proteína VP4-P1A. Por otra parte, en todos estos 

sueros, también se detectó la presencia de anticuerpos específicos para el 

epitope 4F8, el cual se encuentra asociado a VP7 con serotipo G3 (tabla 31), 

SUEROS CON REACCION HOMOLOGA A G3 

En los 5 sueros que neutralizaron de forma homologa a Price (G3), 4 

presentaron anticuerpos específicos para epitopes 4F8 (VP7-G3) f 1A10.1E4 

(VP4-P1A); los cuales corresponden a epitopes asociados a la cepa infectante. El 

quinto suero, presentó anticuerpos para epitopes de VP7 con serotipo G1 (2C9)1 

SUEROS CON REACCION HETEROLOGA 

Los sueros con reacción heteróloga se clasificaron en dos grupos: a) 

aquellos donde solo se detectó respuesta heteróloga y b) aquellos que tuvieron 

respuesta contra cepa homologa y heteróloga. 

En los 2 sueros que corresponden al primer grupo (que seroconvirtieron 

contra cepa homologa y heteróloga) en los serotipos G1 que seroconvirtieron con 

G3, además de anticuerpos contra epitopes de VP7-G1, se detectaron 

anticuerpos específicos de epitopes tanto para la VP7-G3 como para la VP4-P1A 

de la cepa heteróloga. 

Sin embargo, los sueros que provenían de una infección con serotipo G3, y 

que habian seroconvertido con la cepa Wa (G1), sólo se detectaron anticuerpos 

para epitopes de la proteína VP4-P1A de la cepa heteróloga, resultado muy 

semejante al aportado por los ensayos de neutralización (tabla 31). 



Tabla 31: Especificidad de anticuerpos neutralizantes hacia epftopes de neutralización 
en VP7 y VP4 de rotavirus, en suero de fase aguda y convaleciente 

de niños con una infección primaría. 

Suero Edad Serotípo Infectante/ AcN Anti-VP7 Anti-VP4 Epitopes/VP7 Epitopes/VP4 , 

77647 8 1/1 - 1,3 2 C 9 , 4 F ^ 1A1Q, 1E4 

79238 10 1/1 1 1,3 2C9, 4F8 1A10,1E4 

79773 ND 1/1 1 1,3 4F8 1A10,1E4 

80172 13 1/1 1 1,3 2C9, 4F8 ik íO , 1E4 

80858 13 1/1 1,3= 1,3 5E8 1A10.1E4 « 

55387 7 1/3 w 1,3 2C9, 4F8 1A10, 1E4 

54941 4 1/3 V a r- 5E8, 4F8 1A10,1E4 

32332 8 3/1 3 1,3 4F8 1A10,1E4 

32629 15 3/1 3 - 4F8 1A10, 1E4 

79325 ND 3/1 3 1,3 2C9, 4F8 1A1(f 

21097 17 3/1 3 1.3 1A10, 1E4 

21306 6 3/1 3 1,3 4F&i tAJO, 1E4 

43421 6 3/3 3 1,3 2C9. 4F8 1A1JJEA, 

43460 7 3/3 3 1,3 4F8.2A4 1A10,1E4 

54917 15 3/3 3 1,3 4F8 1A10, 1E4 

54919 10 3/3 3 1 Í 4F8 1A10.1E4 

65500 12 3/3 3 T,3 4F8 1A10.1E4 

21091 12 3/1,3 3 4F8 >1A1%{JE4 

21233 7 3/1,3 3 - 4F8 1A10, 1E4 

21236 20 3/1,3 3 1.3 4F8 1A10, 1E4 

43974 10 3/1,3 i 1.3 1 Í 4F8 1A10,1E4 
c r 

Epitopes VP7: 2C9 y 5E8 epitopes para G1; 4F8 epitope para G3. 
Epitopes VP4:1A10 y 1E4 epiotpes para P1A. 



DISCUSION 

El brote 94-95 de rotavirus resultó con una morbilidad de cerca del 50% 

(46%), mucho más alta que en brotes anteriores según reportes obtenidos entre 

nuestra población por Contreras y col. 1995, así, además de la detección del 

virus en pacientes con diarrea, se encontró un 15 % de casos de niños 

asintomáticos portadores de rotavirus, situación que hasta este momento no se 

tenía registrado en nuestra región; aunque estudios epidemiológicos en otras 

regiones por Champsaur y col. 1995t indican que los casos de infecciones, 

asintomáticas en niños ocurre muy frecuentemente y al menos en niños 

hospitalizados, como sucedió en este caso, un 36% de éstos desarrollan diarrea, 

mientras un 24% no presentan síntomas. 

Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de casos de rotavirus* el 

comportamiento de la epidemia a través del período de estudio (Octubre 1994-

Febrero 1995) fué idéntica a los de años anteriores, y muy semejante a los 

patrones epidémicos de rotavirus en Norte América, donde a medida que entra la 

temporada de invierno, los casos positivos comienzan a aparecer, y se, van 

incrementando conforme avanza el invierno, hasta llegar a un valor máximp, para 

posteriormente ir disminuyendo, a la par que termina La temporada fría 

(Christensen, 1989; Le Barónu y col. 1990). Asimismo, en este estudio se, 

corrobora que la población más afectada por rotavirus, son los niños menores de 

2 años, tal y como lo describen Kapikian y Chanock 1976; Bishop, 1986. 

En relación a las características antigénicas de jas cepas de rotaviru^ 

responsables del brote epidémico, se observó que la alta morbilidad registrada ea 

este brote, posiblemente se debió a un incremento de cepas de rotavirus G1, 

serotipo para el cual, prácticamente no existía protección -entre la población 

infantil; ya que en brotes anteriores, el serotipo G3, había sido el predominante 

(Contreras y col. 1995). Y, aunque también se detectaron un número 



conciderable de casos entéricos con cepas virales serotipo G3; éstas siempre 

fueron en menor proporción que las cepas G1. 

Asimismo, el comportamiento de los serotipos G entre las dos poblaciones 

de estudio (sintomáticos y asintomáticos), fué un poco diferente, pues en los 

sintomáticos existió mayor número de casos con G1, que con G3; mientras que 

entre los asintomáticos esta proporción fué muy semejante. 

Dado que el tipo de serotipos G detectado entre las dos poblaciones fué el 

mismo, esto nos indica que circularon las mismas cepas virales en ambas, y que 

no existió un serotipo exclusivo para cada población, tal como se describe para las 

cepas de rotavirus que infectan a neonatos, las cuales producen infecciones 

asintomáticas y son antigénicamente distintas a las cepas sintomáticas (Flores, y 

col. 1986; Albert, y col. 1987; Flores, y col. 1988), por lo que consideramos que 

el carácter de ser sintomático ó asintomático para una infección por rotavirus^, al 

menos en este caso, se debió más a las propiedades intrínsecas de cada niño, 

que a las características antigénicas de la cepa viral en cuestión. 

Este mismo resultado también se observó en cuanto al serotipo P de las 

cepas virales, donde el serotipo P1A fué el predominante en todas las muestras, 

tanto sintomáticas como asintomáticas; aunque, algunas cepas también 

presentaron reactividad para el epitope RV5, el cual pertenece al serotipo P1B, 

(epitope de cepas sintomáticas al igual cjue P1A), se volvió a confirmar que las 

cepas virales responsables de las infecciones presentaron características 

antigénicas típicas de cepas sintomáticas, y la presencia de infantes que no 

desarrollaron la enfermedad, fué propia de cada niño. 

Por otra parte, ya que algunas muestras presentaron reactividad con varios 

anticuerpos monoclonales para diferente serotipo P, se realizó un análisis de 

estas muestras, mediante PCR, con el objetivo de determinar la relación entre el 

serotipo encontrado y del genotipo P, ya que aún y cuando a nivel superficial 

pudiera existir una reacción ^ruzada, era nuestro interés el conocer si esto fué un 

reflejo del genoma. 



Este análisis demostró que en todas las muestras con un serotipo definido 

por los anticuerpos monoclonales, la correlación con el genotipo P obtenido fué 

completa; asimismo, se pudo observar que las muestras que presentaban los dos 

epitopes estudiados para el serotipo P1A (F45 y 1A10) y que además también 

reaccionaron con el epitope RV5 (P1B), resultaron ser genotipo P-8, el cual sólo 

está asociado al serotipo P1A. Mientras que las cepas, que sólo poseían un 

epitope para P1A además del epitope RV5, pertenecieron ¿I genotipo P-4, 

relacionado con el serotipo P1B. Sin embargo, cabe destacar que estas muestras 

con genotipo P-4, todas tenían un serotipo G2, que también está asociado a 

cepas P1B, P-4. Por lo que posiblemente en estas cepas virales, el serotipo P es 

P1B, y la reactividad con epitopes pertenecientes al serotipo P1A, sea una 

reactividad cruzada de los anticuerpos monoclonales; situación que se podría 

definir al realizar la secuenciación de estos genes, y determinar los cambios 

genéticos relacionados a las regiones que involucran la antigenicidad de los 

epitopes. 

Asimismo, aunque la mayoría de las VP4 tipificadas presentaban los dos 

epitopes de neutralización (1A10 y F45), existieron muchas que sólo contenían 

uno de los dos epitopes mencionados, resultado muy semejante al obtenido por 

Conteras y col. 1995, en donde se obervó variabilidad de epitopes en VP4 de 

cepas virales de campo. Aunque cabe mencionar, que el epitope 1A10, el cual 

también fué detectado por Contreras y col. en la misma área de estudio, mostró 

ser un epitope, que se ha conservado entre la proteína VP4 de las cepas de 

rotavirus, de dos brotes epidémicos sucesivos en una misma región geográfica, 

dato por demás importante desde el punto de vista epidemiológico, ya que puede 

servir de base para la posible introducción y valoración de una vacuna contra 

rotavirus en nuestra región. 

En la determinación de la respuesta inmunológica, los niveles de IgA en 

heces fecales tanto en pacientes sintomáticos como asintomáticos fueron 

relativamente bajos, suponemos que el hecho de encontrar muy poca reactividad 



para esta inmunoglobulina, se pudo deber a. varios factores: a) las-muestras 

obtenidas de pacientes positivos para el virusa no fueron analizadas 

inmediatamente para la detección de IgA secretora, sino que eran almacenadas a 

-20°C, y el análisis se realizó hasta 3-6 meses después de Ia toma de la muestra; 

b) las muestras se congelaron y descongelaron; c) se estima que la vida media de 

la IgA secretora en heces es de 4-10 dias de la infección. Razones por las cuales 

pensamos que las IgA secretoras, si era el casa de que estaban presentes en las 

muestras fecales, fueron desnaturalizadas, ya que soncmucho más lábiles que las 

inmunoglobulinas séricas ó simplemente,-no fueron producidas. Por esta razón, fe 

cuantificación de los niveles anticuerpos IgM e IgG en suero de fase aguda y 

convaleciente fué muy importante y, el hecho, de encontrar altos títulos de 

anticuerpos de ciase IgM en suero de fase aguda y ligeramente títulos menores en 

fase convaleciente en todos los sueros, analizados, indicó que las infecciones 

virales fueron de naturaleza primaria (Riepenhoff-Talty, y coi. 1981;-Davidson y 

col. 1983). 

Así, para analizar la respuesta inmune humoral, nosotros partimos t le 80 

sueros con infecciones primarias de rotavirus serotipos G3P1A (58.7%) y G1¡P1A 

(32.5%). Donde sólo 51 presentaron una reacción de seroconversión, aunque 

únicamente en 15 sueros se encontraron anticuerpos neutralizantes tanto en 

suero de fase aguda como convaleciente, ya que en ios -36 restantes, se 

registraron anticuerpos exclusivamente en el suero de ^ase^coonvaleciente? 

aunque con títulos iguales o mayores de 1:400, razón por la que-suponemos que 

en estos sueros también existe una seroconversiórp pero que posiblemente el 

título de anticuerpos en fase aguda fué menor a 1:100, que-era la dilución más 

baja con la que trabajamos, situación que también propicié escoger,-sólo aquellos 

sueros que presentaban títulos de 1:400 en adelante, para asegurarnos que el 

incremento de anticuerpos, independientemente del título en fase aguda (1:25, 

1:50, etc.) si fuera 4 veces mayor, y existiera una seroconversión real en estos 

sueros. 



De esta manera, dentro de los 51 sueros con seroconversion en T4 con 

serotipo infectante G1, 9 reconocieron sólo a- sir cepa homologa {Wa:G1),j 3 

seroconvirtieron con serotipo G3 (pnce) y 2 con G4 (ST3); concordando con Jo 

descrito por Arias, y col. 1995 donde el patrón de respuesta, fué característico al 

serotipo infectante. 

Por otra parte, en 34 infecciones con serotipo G3, existió una 

seroconversion en 17 don su cepa homóloga, 7* seroconvirtieron eorM31,a6 

reaccionaron simultáneamente con G1 y G3; y¡ 4 sueros, además de1 reconocer a 

su cepa homóloga, en 2 existió seroconversion con G4, y en otras 2-eon -G1 y G2) 

Asi, aunque el patrón de respuesta de las infecciones con serotipo G3P1A, fué 

muy similar al mostrado en las infecciones con serotipo G1P1A, aqufe sé 

presentaron mayor cantidad de sueros con una respuesta heterogénea -3 .más 

serotipos G diferentes, ya que mientras una cepa G1 dejó sólo protección contra 

otros dos serotipos, una cepa G3, dió protección para 3 serotipos diferentes; esta 

última situación coincide con la descrita por Brussdw y col. tí991 en donde 

también se encontró una reacción Aprimaría heterogénea en (infecciones 

ocasionadas por serotipos G1, el cual también existió protecciórí contra 3 

serotipos adicionales: G3, G4 y G9; sólo que en nuestro caso, las Infecciones 

provienen de una cepa G3 y protección para G1, G2 y G4. 

Además en dos sueros provenientes de una coinfecciórl con serotipos 

G1.G3, sólo existió seroconversion para el serotipo G1, al igual que un suero, que 

provenía de una cepa que no había sido tipificable al menos para serotipo G, pero 

que presentaba una VP4 con serotipo P1A (F45). Este último caso, también se 

correlacionó con el encontrado por Arias y col. 1995, en donde 2 sueros^fcuya 

cepa infectante tampoco había sido posible tipificar para serotipo G, pero-que 

pertenecía al subgrupo II, seroconvirtió sólo con serotipo G1. Cabe mencionar qüe 

la cepa no tipificable en nuestro caso, reaccionó con un anticuerpo monoclonal 

COMUN, el cual sólo detecta la presencia de la proteína VP7r 

En el presente estudio, aunque se detectó tanto una respuesta homotipica 

(26 sueros: 51%) como heterotípica (25 sueros: 49%), suponemos que en muchos 

de los casos, la respuesta heterotípica fué dada principalmente a través de VP4, 



ya que tanto las cepas de referencia Wa (Gl) y Pnce <G3) presentan el mismo 

serotipo P, al igual que las cepas infectantes analizadas; .sin ««embargo, ano 

podemos descartar que en algunos casos, la heterogeneidad de la respuesta se 

deba a VP7, como lo sugiere Arias, y cok 1995, 

Esta suposición de que en las infecciones primarías analizadas« VP4 era la 

responsable de la respuesta heterotípica observada, fué corroborada en parte, al 

determinar la especificidad de los anticuerpos neutralizantes para las proteínas 

VP7 y VP4 en cepas virales rearreglantes, en donde las proteínas se encuentran 

separadas. De esta manera, al menos para las infecciones en donde sólo existió 

una respuesta homóloga, se detectaron anticuerpos contra la VP7 y VP4 de la 

cepa homóloga en la misma proporción, «observándose que en estos casos, el 

reconocimiento fué a través de ambas proteínas. Sin embargo, en las infecciones 

con respuesta heteróloga, en el 80% (20 sueros), los anticuerpos neutralizantes 

se dirigieron principalmente contra la proteína VP4 de la cepa heteróloga, aunquen 

en 3 sueros también se detectaron anticuerpos contra la VP7 de cepas diferentes. 

Cabe mencionar que cuando la infección era con un serotipo G1 y existía 

seroconversión sólo con G3, una respuesta contra la VP4-P1A -fué la 

predominante; pero, cuando la infección era con serotipo G3 y una seroconversión* 

sólo con el serotipo G1 ó bien G1 y G3 simultáneamente, de igual forma, la-> 

respuesta contra la VP4-P1A era la predominante, aunque también existía 

reactividad contra la VP7 homóloga (G3). 

Asimismo, en los sueros en donde existió una seroconversión para serotipo 

G2 y G4, además de G1 y G3, se presentó una respuesta hacia VP7-G4 y VP?-a 

G2; mientras que en la respuesta hacia los serotipo G1 y G3, los anticuerpos 

hacia la proteína VP4 fué la que prevaleció. Mientras tanto, la cepa cuyo serotipo. 

G no había sido definido, y que había seroconvertido sólo con el serotipo G1 

(Wa), mostró anticuerpos contra la VP4-P1A y contra la VP7-G3, patrón de 

respuesta igual, al que presentaron cepas G3 infectantes que seroconvirtieron con 

G1 exclusivamente; por lo que suponemos que en base a esta reactividad, 

posiblemente el serotipo G de esta cepa, sea G3. 
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Así, nuestros resultados en este aspecto, no podemos compararlos con 

otros realizados, ya que aunque se han realizado análisis de la respuesta de 

anticuerpos neutralizantes contra las dos proteínas de superficie virales, los 

estudios han sido en niños vacunados con cepas animales de rotavirus ó bien, en 

adultos infectados oralmente, y no, en una infección natural con cepas endémicas 

del área geográfica en cuestión, como lo es en nuestro caso. 

Sin embargo, teniendo como antecedentes estos resultados, se ananlizó de 

nueva cuenta la especificidad de los anticuerpos neutralizantes para las proteínas 

VP7 y VP4, pero ahora, especialmente para epitopes de neutralización en cada 

una de ellas, mediante un ensayo inmunoenzimático de competencia. 

De esta manera, de los 51 sueros con seroconversion, en fué posible 

llevar acabo tal experimento y los resultados obtenidos fueron muy similares a los 

aportados por los ensayos de neutralización, aunque también se presentaron 

algunas contradicciones sobre la presencia de anticuerpos Específicos efe 

epitopes, y la ausencia de neutralización para la proteína en cuestión. Tal es el 

caso, que en sueros que provenían de una infección G1 y que presentaban una 

seroconversion sólo con la cepa homologa, en algunos a pesar de haberse 

detectado anticuerpos neutralizantes contra la VP7-G1, no se detectaron 

anticuerpos específicos de epitopes y visceversa; situación que nos hace pensar 

que posiblemente, estas contradicciones en los resultados se deben más bien, ár 

la diferencias en cuanto a la sensibilidad de detección de los métodos de estudio, 

pues mientras que en un ensayo de ELISA, las cantidades de muestra problema 

que se requieren para dar una señal positiva, estárf en el orden de los 

nanogramos, en los ensayos de nuetralización, no sabemos la cantidad exacta de 

anticuerpos que se requieren, para ver el efecto de neutralización de muchos 

virus, y que estos no puedan infectar a una célula. 



1. En el brote epidémico de rotaviurs 1994-1995, existió un 46% de 

gastroenteritis viral, siendo los niños menores de 1 año (72%), durante los meses 

Diciembre-Enero los más afectados. 

2. Las características antigénicas de las cepas virales predominantes durante 

el brote 1994-1995, resultaron ser G1.P1A y G3.P1A. 

3. La aparición de cepas de rotavirus con serotipo G1.P1A fué el factor 

determinante, para la alta frecuencia de casos con gastroenteritis^ en el brote 

1994-1995. 

4. Existe variabilidad de epitopes en VP4, de cepas de rotavirus humanas 

obtenidas de campo. 

5. Se detectó la presencia del epitope 1A10 en las proteínas VP4, en dos 

brotes epidémicos Consecutivos de una misma región geográfica. 

6. En una respuesta inmune primaría, existe homogeneidad y heterogeneidad 

de anticuerpos neutralizantes hacia cepas de rotavirus con diferente serotipo. 

7. Infecciones con serotipo G1 ,P1 A dejan protección, contra cepas virales con 

serotiposG1.P1 A; G3,P1A y G4,P2. 

8. Infecciones con serotipo G3,P1A dejan protección, contra cepas virales con 

serotipos G1 ,P1 A; G2,P1 A; G3,P1 A y G4,P2. 

9. En una respuesta homologa, los anticuerpos neutralizantes van dirigidos 

contra las proteínas VP7 y VP4 de la cepa homologa. 



10. En una respuesta heteróloga, los anticuerpos neutralizantes principalmente 

se encuentran dirigidos, contra la proteina VP4 de la cepa heteróloga. 

11. El epitope 4F8 presente en la proteína VP7 con serotipo fué el 

inmunodominante tanto en sueros con una respuesta homologa, como heteróloga. 

12. El epitope 1A10 y 1E4 presente en la proteína VP4 con serotipo P1A, fué el 

inmunodominante tanto en sueros con una respuesta homologa, como heteróloga. 

13. En una respuesta inmune primaría contra rotavirus, existe una respuesta 

tanto homotípica como heterotípica hacia diferentes serotipos <3¿ y la VP4 con 

epitopes 1A10 y 1E4, son los responsables en su mayoría, de la reacción cruzada 

para estos serotipos. 
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