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RESUMEN

Los rotavirus son la principal causa de hospitatizacion de infantes menores de dos
alos de edad durante (as temporadas de Qtofo e Invierno. Estos virus
representan ia principai causa de diarrea en el mundo y producen cerca de un
millén de muertes por afta. Estudios previos han demostrado en 108 rotavirus una
alta variabilidad genética y antigenica. En este sentido, la produccion de una
vacuna efectiva es un paso importante para proteger al menos 800,000 a nivel
mundial. Sin embargo, para el éxito de esta vacuna es necesaria conocer y
entender los cambios genéticos y antigénicos en la particula de rotavirus, asi bien
como la especificidad de los anticuerpos neutralizantes que se producen cantra
rotavirus en los infantes infectados. En este estudio, nosotros reportamos la
epidemiologia molecular de rotavirus y la especificidad de los anticuerpas
neutralizantes en el suero de nifios infectados. Mil doscientas muestras fecales de
infantes con sintomas de gastroenteritis se analizaron para determinar el RNA
gendmico de los rotavirus, y un nimero representativo de ellos se analizaron por
RT-PCR y por un sistema de SSCP (Single Strand Conformational Polimorphism).
Los resultados muestran diferentes modelos de migracion asl como la
predominancia y estabilidad del genotipo P[8]. En base a la variabilidad genetica,
se eligieron 197 cepas aisladas para detemminar la variabilidad antigenica. Los
resuitados de la ELISA, revelan la predominancia del serotipo P1A con [a
presencia de l0s epitopes 1A10 y F:45. Por otro lado, se estudié fa respuests
inmune de anticuerpos neutralizantes en 71 sueros de nifios infectados donde el
epitope 1A10, parece ser el mas importante en inducir esta respuesta de
anticuerpos. Aunque estos resultados muestran que en nuestra regidn existe
variabilidad gendémica y antigénica en los rotavirus, la mayoria de las cepas
comparten un epitope comin que resultdé ser el mas importante en inducir la
produccién de anticuerpos neutralizantes en los infantes infectados
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INTRODUCCION

Cada arfio, especialmente durante las temporadas de otofio e inviemo, los
rotavirus producen brotes epidémicos que azotan pnncipalmente a l1a poblacion
infantil. Se estima que los casos de diarrea causados por estos virus ascienden a
nivel mundial a cerca de 125 millones de casos por afio (Bresee et al., 1999). De
esta cantidad, mas de un miiién de infantes muere por deshidratacion severa,
siendo en los paises en vias de desarrollo con alto grado de desnutricion, dende
mas decesos ocurren. (Kapikian et al., 1988; Kapikian et al., 1996; Santosham et
al., 1985).

Esta enfermedad se presenta como una inflamacidn del tracto intestinal, donde se
establece una fuerte actividad de replicacion del virus. Aunque el 50 % de los
¢asos cursan con fiebre moderada, los principales sintomas son la diarrea acuosa
y el vémito (Staat et al., 2002). Durante |a fase activa, los pacientes pueden tener
episodios diarreicos con mas de 30 evacuaciones por dia. Estos sintomas inician
de 24 a 48 horas después de la infeccion y dependiendo del manejo del paciente
puede durar en resalverse de uno a diez dias. La severidad de la enfermedad se
aprecia mas en infantes y personas de |a tercera edad, ya que son los individuos
con mayor rigsgo de deshidratacion y es frecuente la hospitalizacion para una
pronta recuperacion de los liquidos perdidos. Por tal motivo, ademas de los
graves problemas de salud, se requieren fuertes recursos econdémicos para
asegurar un buen manejo hospitalario durante cada brote epidémica (Chang et al |
2001; Kapikian et al., 1996).

Aunque la transmisidn de los rotavirus a personas susceptibles se realiza por la
ruta fecal-oral, se ha observado que este virus también se multiplica en el tracto
respiratario alto, por lo gue aparentemente la ruta respiratoria puede jugar un
papel mas importante en su diseminacion (Lewis et al.,, 1979; Ushjima et al.,
1994). Sin embargo, se acepta que los principales factores que aumentan las
infecciones son {0s inadecuados servicigs sanitarios, la contaminacion de los
depésitos de agua, la aglomeracion de infantes en escuelas y guarderias, asi
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como la falta de atencion hospitalaria opertuna de los nifios infectados. Una vez
presente la infeccidn, el virus se disemina a traves de un ¢contacta estrecho con las
personas infectadas (Butz et al., 1993). No ¢obstante, aun y cuando estos factores
influyen considerablemente en |a alta tasa de infeccidn, existe suficiente evidencia
de que el mejoramiento de 0s sistemas sanitarios no es capaz por si misme de
detener [as infecciones por estos virus (FrOhwirth et al., 2001)

En diversos estudios epidemiologicos se ha observado que en los primeros cinco
anos de vida cerca del 80% de los infantes son susceptibles de desarrollar diarrea
por rotavirus (Rodriguez et al., 1987; Midthun et al., 1996) De estos, uno de cada
siete puede requerir atencion médica y durante los meses de diciembre y enera,
mas del 50 % de los pacientes puede requerir hospitalizacion (Glass et al.,1996;
Tucker et al., 1998; Matson et al., 1990; Rodriguez et al., 1980). Los niflos con
problemas de nutricion y los infantes prematuros son 10s que presentan un mayor
riesgo de sufrir una deshidratacion severa (Newman et al, 1999; Scrimshaw et al.,
Tomkins et al., 1981).

Los rotavirus se caracterizan por presentar un genoma constituido de 11
segmentos de RNA de doble cadena, rodeado por tres capas concéntricas de
proteinas. Estas proteinas son denominadas VP1, VP2 y VP3 que conforman la
capa mas interna, VP6 que constituye la capa media y VP4 y VP7 que conforman
la capa mas superficial (Prasad et al., 1997, Estes 1996).

Al igual que todos los virus de RNA, los rotavirus pasan por multiples mutaciones
por la falta de mecanismos de reparacidn de su transcriptasa. Aunado a lo
anterior, por su genoma segmentado, existe evidencia experimental de que el
genoma de los rotavirus tambien sufren rearreglos genéticos, donde segmentos de
uno Q varios de sus genes se recombinan entre si (Mendez et al., 1992; Gault et
al.,, 2001; Desselberger et al., 1996; Maunula et al.,, 2002). Estos mecanismos
conducen a cambios en sus genes, [0 cual constantemente se reflejan como
cambios antigénicos en sus proteinas de superficie. Aumentando la probabilidad
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de la aparicion de nuevas variedades que dificulta su control (Palombo et al,,
1996, Ludert et al., 1998; Zao et al.,1999).

De las seis proteinas que conforman la estructura del virus, la proteina VP6 define
los grupos de rotavirus. El analisis antigénico de esta proteina indica la presencia
de siete grupos denominados con [as letras A a la G (Kapikian, 1998). Por su parte
las proteinas VP4 y VP7 las cuales durante los mecanismos de replicacion se
segregan de forma independiente, son las responsables de los serotipos. A la
fecha, se han definidos 14 serotipos de cada una de estas proteinas. La proteina
VP7 par ser glicosilada define a los seratipos G, mientras que la proteina VP4
defire las serotipos P. Este nombre se debe a que esta proteina sufre un corte
prateolitico para aumentar la eficiencia de penetracidn del virus a la célula
hospedero (Crawford et al., 2001).

Diversos estudios inmunolégicos indican que los infantes adguieren inmunidad
protectora contra las infecciones por rotavirus aproximadamente a los tres afios de
edad (Fischer et al., 2002). Aunque es dificil determinar con precisién el nimero
total de infecciones por rotavirus que los nifios sufren durante este periodo, existe
evidencia que lg infeccidn se establece con varios seratipos y que la respuesta
inmune inducida por un serotipo infectante puede estar dirigida contra varios
serotipos (lo que se conoce como respuesta heterotipica). Lo cual es de gran
interés para el desarrollo de una vacuna efectiva (Menchaca et al., 1998).

En nuestra region, estudias epidemioldgicos desarrallados desde 1993 a la fecha
en el area melropolitana de Maonterrey, N.L. indican la aparicion de brotes
epidemicos cada afio con predominancia de los serotipos G1 y G3 (Contreras et
al., 1995}, Lo anterior es de suma importancia epidemioclégica ya que indica la
presencia de dos de los serotipo G con mayor circulacidon en la mayoria de las

regiones del mundo.

Por otro lado, el analisis de los serotipos P en muestras de campo también
muestran la predominancia del serotipo P1A. En este caso, |0s estudios indican
que cerca del 85% de las cepas analizadas corresponden a este serotipo, lo que la
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ubica como una proteina de interés para determinar la presencia de epitopes
comunes entre |as diferentes cepas en circulacion, que permitan considerarlo en la
produccion de un bioldgico efectivo (Contreras et al., 1995; Menchaca et al., 1998)

En este sentidg, en un estudio preliminar en nuestra regidn, los infantes muestran
la presencia de varios epitopes inmunodominantes pero con predominancia del
epitope 1A10, ya que este epiope fue detectado en todas las cepas analizadas.
(Contreras et al., 1995). Por tal motivo, consideramos que 1A10 es un epitope
comun entre las cepas que circulan en nuestra regién. Por lo anterior, en el
presente trabajo fue nuestro interés realizar la caracterizacion molecular y la
presencia de epilopes comunes entre las cepas de rotavirus obtenidas de
infecciones naturales, con el propésite de determinar las variaciones antigénicas y
genéticas que aunado a la caracterizacion de la respuesta de anticuerpos
neutralizantes, nos indique la importancia de estas aepitopes en la induccion de

una inmunidad de anticuerpos protectores.
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ANTECEDENTES

Generalidades

En el afic de 1973, Ruth Bishop estudié par microscopia electrénica el epitelio
duodenal de nifios con diarrea no bacteniana. En sus observaciones, Bishop
detectd particulas virales de aproximadamente 70 nandmetros de diametro
(Bishop, 1973). Estas particulas fueron subsecuentemente observadas en muchos
casos de diarrea infantil y aunque al inicio, a estos virus se les considerd como
Orbivirus, poco tiempo después se reubicaron como rotavirus, los cuales
previamente habian sido descubiertos como causantes de problemas
gastrointestinales en diversas especies amimales (Flewett et al., 1974; Woode et
al., 1976)

Antes de este descubrimiento, a un gran numero de casos de diarrea humana no
se les relacionaba con agente etiologico conocido (bacterias o protozoarios). Por
tal motivo, éste descubrimiento impactd de manera inmediata, ya que pronto
fueron registrados como la causa mas comun de la gastroenteritis deshidratante
infantil alrededor del munde (Bern et al., 1992; Cook et al., 1990; Parashar, 1998)
Actualmente, solo en los Estados Unidos, un pais con alta infraestructura de
servicios sanitarios, mas de 2.7 millones de infantes menores de 5 afios de edad
son infectados por rotavirus cada afio (Parashar, 1998; Tucker et al., 1998), y se
considera que en los paises en vias desarmolla, del 20 al 70 % de las
hospitalizaciones, y los mas de un milion de muertes por ano, son causados por
estos virus. Por tal motivo, se desarrolla intensa investigacidon para producir un
biolégico efectivo para la prevencidn de esta enfermedad (Institute of Medicine
1986; Pérez et al., 2002).

Los rotavirus estan clasificados como uno de los nueve géneros que comprenden
la famiia Reovindae. Ademas de los humanos, €l nimero de especies animales
que pueden infectar es tan amplic que se han aislado de una extensa variedad de
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especies de mamiferos y aves (Bridger et al.,, 1994; Tsunemitsu et al,, 1992;
Woode et al., 1976),

Estructura y Moléculas de Rotavirus:

Las particulas de los rotavirus presentan un diametro aproximado a los 70
nanometros. Al igual que la mayoria de los virus que infectan el tracto digestivo,
inclusive de familias virales filogenéticamente distantes a estos virus, los rotavrius
carecen de envoltura lipidica y su arquitectura muestra una simetria de tipo
icosaédrica. Esta estructura posee tres capas concéntricas de proteinas. La capa
mas interna, se organiza en un complejo ribonucleoproteico formado por el RNA
genomice y las proteinas denominadas VP1 (125 KDa) y VP3 (88 KDa), que a su
vez, estan rodeadas por la proteina VP2 (102 KDa) (Prasad et al., 1996). Por su
parte, la capa intermedia y la mas externa, forman dos capsides de estructura
icosaédrica, lo cual es una caracteristica distintiva de la familia Reovindae
(Chasey, 1977; Esparza et al., 1980). Considerando la capa intermedia, su
estructura la forman 260 trimeras de la proteina VP& (41 KDa). Mientras que la
capa mas superficial, esta constituida de dos proteinas; la denominada VP7 (37
KDa), la cual se arganiza formando una capa lisa de 780 moléculas, y la proteina
VP4 (84 KDa) que a su vez se organiza en 120 moléculas que se proyectan al
exterior en forma de espiculas de 12 nandmetros de largo cada una (Shaw et al.,
1996). Mediante esta proteina la particula viral es capaz de aglutinar glébulos
rajos de humano y diferentes especies animales, ademas, es responsable de la
adherencia al receptor celular, por lo que esta involucrada en los procesos de
penetracion del virus a la célula hospedero (Mackow et al,, 1989).

En su conjunto, la particula de rotavirus presenta diferentes ejes de simetria, dos
de estos ejes se lacalizan en la cara de los triangulos que farman el icosaedrico,
tres ejes de simetria en los bordes de esos mismos triangulos y cinco se iocalizan
en |os vértices donde se encuentran ubicados (0s pentameros de la capside (Shaw
et al., 1996).
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Desde el punto de vista etimologico, el término rota significa rueda (latin) y se
deriva de la apariencia de |a particula viral completa cuando se observa por tincidn
negativa en una posicion donde los cinco ejes de simetria se encuentran
acéntricos . En estas condiciones, también se ptieden observar ios componentes
proteicos que se ariginan desde el centro de la particula hasta la superficie,
resaltando la forma de canales que presentan y que atraviesan las tres capas de
proteinas. Estos canales estan formados por la proteina VP2 y son los
responsables de la comunicacion entre el centro del virus (core) y el citoplasma
de la ¢élula infectada. Dentro de las funciones de estos canales, esta el permitir la
entrada de los metabolitos necesarios para |a transcripcidon del genoma viral, con
lo cual se sintetizan los primeras RNAs mensajeros durante el curso replicativa de
los virus, asi como para la salida de estos RNAs mensajeros recién sintetizados
para su posterior traduccién en proteinas, y sintesis de RNAs complementarios de
polaridad negativa (Lawton et al.,, 1997). Como dato adicional, estos RNAs
mensajeros presentan cap en su extrema 5 pero no presentan poli A en su
extremo 3’ (imai et al |, 1983; Lawton et al_, 1999).

El genoma completo de los rotavirus constituye el 16 % de las moleculas del virus.
Este genoma se organiza en 11 segmentos de RNA lineal de doble cadena, los
cuales muestran distinta talla molecular, por lo tanto, se pueden resclver en un
corrimiento electroforético en getes de poliacritamida (PAGE) (Beards et al., 1982,
Ghosh et al,, 1989; Himagawa et al., 1993). Los 11 segmentos de rotavirus
presentan un total de 18,556 nucledtidos (nt). El segmento mas largo, presenta
3302 nt., mientras que €l mas pequeio consta de 667 nt. Estos distintos
segmentos del genoma presentan de 9 a 48 nucledtidos no traducidos en su
extremo 5’y de 17 a 182 nucledtidos en su extremo 3'. A su vez, estos segmentos
no codificables presentan secuencias consenso. Para el extremo 5 se localiza |a
secuencia G-G-C-(A,U)n donde “n” es de € a 9 nucledtidos, mientras que para la
region ' se detecta la secuencia A-U-G-U-G-A-C-C. Estas secuencias son
altamente conservadas entre distintas cepas de rotavirus {(Estes and Cohen 1989;
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Patton et at., 1995; Patton et al_, 2001).

Con respecto a las regiones codificables, el genoma completo codifica para 12
proteinas, de las cuales seis son estructurales (VP1 a VP4, VPG y VP7) y seis no
estructurales (NSP1 a NSPB). Las proteinas no estructurales solamente se
detectan en ia célula durante la replicaciéon y ensamble del virus. De las 12
proteinas, 10 son cadificadas por cada uno de los primeros 10 segmentos ya que
solo presentan un marco de lectura abierto, mientras que el segmento 11 codifica
para dos proteinas traducidas por dos distintos marcos de lectura que se
encuentran traslapados (Estes, 1996).

Genes y proteinas de superficie de rotavirus

De los 11 genes que presenta ¢! genoma de los rotavirus, el gen 4 codifica para la
proteina de superficie VP4 (Viral Protein), mientras que el gen 7, 8 0 9
dependiendo de la cepa viral, codifica para la proteina VP7 (Gentsch et al., 1992,
Santos et al,, 1999). El estudio de estos genes reviste gran importancia para la
produccidn de una vacuna contra rotavirus, ya que las proteinas que codifican son
las respansables de la antigenicidad de la particula viral € inducen la respuesta
inmune tanto humoral como celular. Por o tanto, son responsables de la
produccidn de anticuerpos neutralizantes que pueden anular la infectividad del
virus a la célula hospedera (Shaw et al., 1986; Hoshino et al., 1994; Franco and
Greenberg, 2000).

El gen que codifica la proteina VP7, esta constituido de 1062 nt., con un marco de
lectura de 978 bases que codifica una proteina de 326 aminoacidos. Este marco
de lectura inicia en la posicidn 49 con el coddn de iniciacidon ATG, y termina en la
pusician 1025 con una de los tres codaones de terminacion. Por tal motiva, existen
dos regiones no traducidas y son altamente conservadas entre diferentes cepas
de rotavirus, una de estas regiones se encuentra en el extremo &' y es de 48 nt. de

19
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largo, mientras que la otra region, se localiza en el extremo 3' y presenta 36 nt.
{(Urasawa et al., 1993). Ademas de estas dos regiones, éxisten otras porciones del
gen que también se conservan entre distintas cepas, [o que ha conducido al
disefio de distintas oligonucledtidos para la amplificacion de regiones especificas,
con €l proposito de estudiar la presencia de diferentes o nuevas cepas de rotavrnius
entro la poblacion susceptible {(Arista et al., 1999; Wen et al., 1997; Steele ot al,,
19985; Fisher et al., 2000).

Con respecto a la region cadificante, se ha observado que dentro de esta regidn
del gen de VP7, algunas cepas presentan dos codones de iniciacion en fase, uno
en la posicion 49-92, el cual es el pnmeramente utilizado en la traduccidén de |a
proteina de 326 aminoéacidos, y otro en {a posicion 136 -138 que en ocasiones
puede ser funcional como sitio de iniciacion (Chan et al., 1986).

La porcién amino terminal de |la proteina VP7 presenta dos regiones hidrofébicas
las cuales estan localizadas después de cada uno de los dos codones de
iniciacion. En realidad, la proteina VP7 es una glicoproteina, y el sitio de
glicosilacion se encuentra ubicado en el residuo 69 que corresponde a una
asparagina (Asn), la cual se conserva entre la mayoria de las cepas de rotavirus.
Asimismo, tambien presenta ocho residuos altamente conservados de cisteina los
cuales participan en la canformacion de la proteina por el establecimiento de los

enlaces bisulfuro (Estes & Cohen, 1989).

Por su parte, el gen 4 varia en el nimero de nt. dependiendo del origen de la cepa.
Para el caso de la mayoria de los rotavirus aiglados de amimales, este gen esta
constituido por 2362 nt., mientras que para la generalidad de [as cepas de origen
humano, es tres nucleétidos més pequenio y corresponde a 2359 nt. (Huang et al.,
1993; Li et al., 1993). Sin embargo, aunque se ha observado, que cepas aisladas
de diferentes especies animales y del humano muestran diferencias significativas
en la secuencia de nucledtidos, y por consecuencia en el producto proteico, se ha
observado que a pesar de estas diferencias filogeneéticas, comparten

11
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caracteristicas comunes, entre las que destacan, ademas del numero de
nucledtidos que la componen (Urasawa et al., 1993; Taniguchi et al., 1994), la
capacidad hemaglutinante dependiente del acido sidlico (Ciarlet et al., 2002;
Svensson et al., 1992; Fuentes-Panana et al., 1995). Esto tltimo da evidencia de
posibles recombinaciones genéticas entre las cepas durante {a replicacion viral, ya
gue la maygoria de las ¢epas aisladas de humano no presentan la capacidad
hemagilutinante.(Nakagomi et al., 1992)

Considerando su estructura, el gen de |a proteina VP4, muestra la presencia de un
marco de lectura que inicia en la posicién 10 de todas las cepas de rotavirus con el
coddn de iniciacion ATG y termina en la posicidn 2337. Por lo tanto, el gen de VP4
también presenta dos regiones no codificantes, una de 9 nt. para extremo &' y otra
de 25 nt. para el extremo 3'. Asimismo, en el extremo 5 se puede apreciar una
secuencia consenso que incluye el codén de iniciacién ATG y tiene la secuencia
ANNATGG (Huang et al.,, 1993). Existen evidencias de que esta secuencia
consensc se€ utiliza para el reconocimiento de la molécula de RNAm por los

ribosomas eucaridtices, durante el proceso de iniciacion de |a traduccion.

Aunque el gen 4 codifica para la proteina VP4 de 775 o 776 aminodcidos
(dependiendo de la cepa), en el proceso de penetracion del virus a la célula
hospedero, esta proteina requiere pasar por un corte protealitico para dar lugar a
dos produclos proteicos (lo que aumenta la eficiencia de penetracidon). Estos
productos son los denominados VP8 (231 aa) y VPS5 (545 aa) (Ludert et al., 1996).
A nivel gendmico, VP8 es codificado por la region 5 que comprende desde el
nucledtido 10 hasta la posicidn del codon 241 o 247, que corresponden a oS
nuciedtidos 732 y 750 respectivamente. Estos nucledtidos a su vez, farman parte
de los codones de arginina, residuos que son altamente conservados en VP4
entre [a mayoria de las cepas de rotavirus y son el blanco de la tripsina para el
procesamiento de VP4 en las dos proteinas mencionadas (VP8 y VP5). Por tal
motivo, €l largo de estas proteinas puede variar ligeramente dependiendo del sitio
de corte de la tripsina (Patton et al., 1993). Asimismo, entre los codbénes para

12
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estos dos residuos de arginina, los seis codones espaciadores también son
canservados entre fa mayoria de ias cepas humanas y animales .

Por ofro lado, esta proteina (VP4) también presenta residuos de cisteina que se
conservan entre las diferentes cepas de rotavirus. Sin embargo, cuatro de esios
aminoacidos se detectan de manera general entre las cepas humanas y uno mas
entre |as cepas de origen animal. En estudios utilizando mutantes en estos
residuos de cisteina, muestran la formacidon de dos puentes disulfuro dentro de
esta proteina en cepas de rotavirus animales, y sdlo un enlace de esta naturaleza
en las cepas humanas (Patfon et al., 1993). Sin embargo, existen evidencias de la
formacion de nuevos residuos de cisteina dentro de esta proteina, por lo que su
estructura puede variar dependiendo de la presencia de estos enlaces disulfure
{Cuadras et al., 1998).

Propiedades antigénicas de las proteinas de rotavirus

Los rotavirus presentan tres proteinas de importancia antigénica que se han
utilizado para su clasificacion en grupos (VPG), subgrupos (VF6) y serotipos. (VP4
y VP7). (Mattion et al., 1994). Aunque es de gran valor epidemiolégico, esta
clasificacion es limitada ya que de los siete grupos conocidos solamente el Grupo
A esta definido en subgrupos y serotipos (Beards, 1982). La especificidad de
subgrupo también esta mediada por la proteina VP6. Actualmente se conocen
cuatro subgrupos del grupo A donde los subgrupas denominados SG1 y SG2,
presentan un epitope especifico que los define, mientras que un tercer subgrupo
presenta a la vez estos dos epitopes. El cuarto subgrupo no presenta
especificidad para estos dos determinates antigénicos (Hoshino and Kapikian,
1994). Por su parte, la especificidad de seratipo esta definida por las proteinas de
superficie VP4 y VP7 las cuales inducen la produccion de anticuerpos de forma
independiente. A la fecha, se han definido 14 serolipos para cada una de estas
proteinas (Hoshino et al.,1985; Gorziglia et al., 1990) .

13
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Proteina VP6

Aunque los estudios iniciales en la clasificacion de rotavirus se basaron en la
identificacion de subgrupos los cuales son definidos por epitopes presentes en la
proteina VPG, actualmente, ademas de esta clasificacion, esta proteina presenta
los epitopes con los cuales los rotavirus se clasifican en los 7 grupos que a la
fecha se han detectado (Kohli et al. 1992) Estos grupos san denominados ¢on las
letras A — G, y aunque la mayoria de las cepas humanas pertenecen al grupo A,
recientes estudios han detectado a los grupos B y C como causantes de multiples
brotes epidémicas, por lo que la impartancia epidemiolégica de estas grupos ha
aumentando considerablemente y existe fuerte investigacién para establecer su
verdadera participacion en los distintos brotes epidémicos (Bonsdorf et al., 1988;
James et al., 1997; Jiang et al., 1995, Steele €t al,, 1999)

La proteina VP6 es un producto del gen seis del genoma de rotavirus y esta
constituida por 397 amincacidos con un peso molecutar de 41 KDa, esta proteina
es la mas abundante del virion ya que por si sdla constituye el 51% de las
proteinas totales del virus. Esta organizada en 260 trimeros por lo que existen 780
copias de la misma en la particula viral completa. Ademas de su importancia
antigénica, esta proteina sirve de enlace en la estructura del virus, al interactuar
por la cara interna con la proteina VP2, mientras que con la capside externa lo
hace con [as proteinas VP4 y VP7 (Shaw et al., 1996)

La presencia de epitopes comunes entre las cepas del mismo grupo, ha
despertado el interés por investigar su potencial en inducir una respuesta inmune
pratectora. A la fecha diversos estudios con esta proteina indican la presencia de
epitopes en la proteina VPE, los cuales inducen una respuesta inmune protectora
al menos en modelos de raton. Por lo que la investigacion en este sentido continta
en la busqueda de los mejores epitopes que pueden utilizarse para este propasito
{Choi et al., 2000; McNeal et al., 2002).
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Sin embargo, son las proteinas de la capside externa VP7 y VP4 las que mas
interés han despertado para estudiar las caracteristicas antigenicas. La proteina
VP7 también se denomina glicoproteina o proteina G. Esta proteina es codificada
por los genes 7 8 0 9 dependiendo de la cepa viral. Por su parte, 1a proteina VP4,
como €5 una proteina que sufre un corte proteolitico durante la infeccion del virus
a |la célula hospedero, también se denomina proteina P y es cadificada por el gen
4 en todas las cepas virales. Estas dos proteinas determinan el serotipa viral y
forman la base de clasificacidn binaria de los serotipos G y P de los rotavirus.
Ambas proteinas inducen la produccidn de anticuerpos neutralizantes por lo que
son importantes en la eliminacion del virus.

Proteina VP7

Los estudios iniciales de las caracteristicas antigénicas de las proteinas de
superficie, se dirigieron principalmente a la proteina VP7, por ser la proteina mas
abundante de la superficie del virus y aparentemente la mas antigénica. Para
1980, cuatro serotipos tueron identificades entre las cepas que previamente se
habian aislado de muestras humanas. El proceso de serotipificacion consistid en
adaptar los rotavirus humanas a crecer en cultivo de células MA104 (células de
rindn de mono) y mediante la prueba de reduccion de focos infecciosos con
anticuerpos monacionales, se laogré neutralizar especificamente la infectividad de
los virus (Beards et ai., 1980). Actualmente, son 14 serotipos (G1 — G14) los que
se han aislado tanto de humano como de diversas especies animales y ademas
de la prueba mencionada para el estudio de los serotipos, actualmente se utilizan
diversas técnicas como la prueba de neutralizacidn de reduccién de piacas
(PRNT), neutralizacién de focos fluorgscentes (FFN) y la prueba de ELISA (Beards
et al., 1980; Coulson et al., 1987, Ward et al 1998). El criterio utilizado para definir
un nuevo seratipo, es que exista al menos una diferencia de 20 veces an el titulo
neutralizante o una diferencia de al menos ocho veces en la absorbancia cuando
se titula por ELISA entre cepas con diferente serotipo (Wyatt et al., 1983).
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Para realizar los estudios de serotipificacion, varios investigadores de forma
independiente se enfocaron a producir anticuerpos monaclonales utilizando las
cepas de referencia ya identificadas para aumentar los estudios en las muestras
de campo. Por tal motivo, actualmente se cuenta con toda una bateria de
anticuerpas monoclonales que reconocen diferentes epitopes dentro de la misma
prateina VP7 para detectar un mismo serotipo (Greenberg et al. 1983; Unicamb et
al., 1989; Padilla-Noriega et al., 1990; Ward et al., 1991) .

Esta situacidn de contar con diferentes anticuerpos que reaccionan ¢on un mismo
serotipo, dio lugar a diversos estudios epidemioldogicos con el propdsito de
evaluarlos y determinar |a presencia de los diferentes serotipos entre la pablacion
infectada. De esta manera, la prevalencia de los seratipos G1-G4 se hizo evidente
entre las cepas aisladas. Sin embargo, cuando diferentes anticuerpos que
reaccionan con un mismo serotipo se utilizaron en la misma cepa, se detectaron
diferencias significativas en los modelos de reactividad, ya que aunque se
encontraron cepas que se definian como un serotipo G particular, estas cepas no
reaccionaban con todos los anticuerpos especificos para ese serotipo y por lo
tanto mostraron evidencias de que un mismo serotipo presenta diferencias
antigénicas (Ward et al., 1991). Por tal motivo se hizo evidente ampliar los
estudios e investigar las regiones antigénicas de ta proteina VP7 para entender

este comportamiento antigénico.

En los primeros estudios se realizé un mapeo de los antigenos presentes en una
cepa de rotavirus aislada de mono Rhesus (RRV). Este rotavirus esta clasificado
como serotipo G3. La estrategia utilizada fue a través de un sistema de ELISA
utilizando diez diferentes anticuerpos monoclonales que previamente se demaostrd
que reaccionan especificamente con el serotipo G3, (ya que fueron producidos a
partir de la cepa de rotavirus de mono Rhesus). En esta investigacion, se
determing la habilidad de los anticuerpos monoclonales, los cuales se marcaron
con bigtina para competir con anticuerpos monoclonales homoélogos sin marca
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para reaccionar con la cepa de rotavirus Rhesus (RRV). Los resultados de estos
estudios mostraron diferencias significativas de reactividad par estos anticuerpos
lo que dio evidencia de que existen diferentes dominios de neutralizacion sobre a
proteina VP7 (Shaw et al., 1986).

Posteriores estudios de analisis de secuencia y prediccion de la secuencia de
amincacidos entre los 14 serotipos de rotavirus humanos y animales, mostraron la
presencia de regiones con aita vanabilidad de secuencia de aminoacidos. A estas
regiones se les denomind regiones VR (regiones variables), estas regiones estan
constituidas de entre 8 a 17 aminoacidas, y son altamente conservadas entre
cepas del mismo serotipo, pero difieren entre cepas de distinto serotipo. La
extensign de esos estudios utilizando cepas de rotavirus que escapan a la
neutralizacion por los referidos anticuerpos monoclonales, mostré que la
especificidad de serotipo esta confinada principalmente a las regiones VRS, VRY,
y VRS, gue corresponden a las regiones antigénicas A (87-101 ), B (142-152),y C
(208-221) de acuerdo a la identificacion de Dyall-Smith (Coulson & Kirkwoaod,
1991, Dunn et al., 1993, Dyall-Smith, 1986; Lazdins et al., 1985).

Sin embarge, como san diversos los anticuerpos monaclonales que se han
producido para detectar el mismo serotipo, para evitar confusion en la
nomenciatura de los serotipos, se introdujo el término monotipo, con ei fin de
identificar sole aquellas cepas de rotavirus que comparten el mismo serotipo pero
que presemtan diferente modelo de reactividad contra los diferentes anticuerpos
monaclonales que identifican al serotipo (Coulson et al.,1996).

Otra importante observacion que se derivd de estos estudios antigénicos fue la
reactividad cruzada de ciertos anticuerpos monoclonales contra cepas con
diferente serotipo. A los anticuerpos con esta caracteristica se les conoce como
anticuerpos de reaccidn cruzada y la respuesta de los mismos se conoce como
respuesta heterotipica. Esta caracleristica es de gran importancia para el
desarrollo de una vacuna (Crawford et al_, 1999),
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Lo anterior, condujo a ampliar el estudic de las caracteristicas antigenicas de VP7,
y realizar un mapeo de los sitios antigénicos responsables de la especificidad de
serotipo, monotipo y reaccidn cruzada. La estrategia utilizada en este tipo de
estudios fue la de generar cepas mutantes que escapan a la neutralizacion por los
anticuerpos monoclonales, a través de estudios de neutralizacion de focos
infecciosos. Aquellos mutantes que se seleccionaron de esta manera, se les
analizé la secuencia del gen, y la prediccion de la secuencia de aminoacidos de
VP7 para identificar el sitio de las mutaciones y determinar su participacion en la
reactividad con los anticuerpos monoclonales (Hoshino et al., 1994).

Los resultados de esos estudios muestran que los epitopes de neutralizacion
cruzada se encuentran localizados en las regiones VR5, VR8 y VR9 en donde el
cambio de un sdélo amincacido es suficiente para cambiar las caracteristicas
antigénicas de la cepa de rotavirus. Estos cambios pueden ser debidos a la
presencia de aminoacidos importantes en el reconocimiento por €l anticuerpo, ¢
por la presencia de un residuo que genera un sitio potencial de glicosilacion, lo
que a la postre altera el plegamiento de |a proteina. Por tal motivo, estos estudios
claramente mostraron que existe una correlacion entre el cambio de un
aminoacido con la reactividad del anticuerpo meonoctonal.

A diferencia de los epitopes de reaccion cruzada, el estudio de los monatipos se
realiza en cepas con un mismo serotipa. Como se menciond, los anticuerpos
especificos de serotipo son tan variados que se han producido en diferentes
laboratortos todo un conjunto de anticuerpos monoctonales que en forma individual
pueden ser utilizados para la definicion de sergtipo. Cuando varios anticuerpos de
esta naturaleza se utilizan para determinar el modelo de reactividad de diferentes
cepas con el mismo serotipo, es posible detectar cepas que escapan a la
neutralizacién por alguno de estos serotipos. A estas cepas se les conoce como
mutantes que escapan a la neutralizacion, y han sido muy utilizadas en este tipo
de estudio de variacion intratipica. Los analisis de secuencia de estas mutantes
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también han mostrado que existe una diferencia puntual entre las cepas del mismeo
serolipo, y que esta mutacién en punto es suficiente para determinar el cambio de
un aminodcido en la proteina. Cuando este cambio se da en ciertas posiciones
principaimente en los residuos de {as regiones VRS, VR7 y VRS, el resuitado es la
falta de reactividad de alguno de los anticuerpos utilizados para el reconocimiento
de serotipo (Diwakarla and Palombo 1999). Situacion que es muy frecuente para
esta proteina, o que limita su utilizacién en la preduccion de un bioldgico efectivo.

Proteina YP4

Antes de 1988, |a proteina VP4 (proteina viral 4) era conocida como VP3 en virtud
de que no se tenia evidencia del producto del gen 3. Cuando se demostrd que
este gen codifica para una proteina no estructural, el término VP3 se quedé para
definir una proteina que forma parte de la capa interna de proteinas, con actividad
de polimerasa y se asocia al genoma viral. Por tal motivc |a proteina de superficie
codificada por el gen 4 recibid el nombre de VP4 para estar acaorde at segmento
que la codifica (Hoshino et al.,1985).

Al igual que VP7, la proteina VP4 ha sido tema de innumerables estudios para
definir su importancia antigénica. Los primeros indicios de gue esta proteina podia
jugar un papel importante en la inmunidad datan de la demostracion de que
durante la morfogenesis del virus VP4 se segrega de manera independiente a VP7
(Hoshino et al., 1985%). Por tal motivo, también presenta especificidad de serotipo y
esta especificidad es independiente de la proteina VP7 (Greenberg et al., 1883).

A diferencia de los serctipos G, para establecer el sistema de los seratipos P de la
prateina VP4, se utilizé antisueroc de cobayos inmunizados con la proteina VP4
expresada en baculovirus., Con estos anticuerpos, se realizaron ensayos de
neutralizacidn contra todas las cepas conocidas, tomanda como base el ¢riterio
de que exista al menos una diferencia de ocho veces en el titulo de anticuerpos
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neutralizantes para considerar una cepa como un serotipo diferentes (Gorziglia et
al., 1990).

Sin embargo, desde |os primeros anticuerpos monoclonales que se produjeron
para identificar los serotipos P, s€ mastrd evidencia de que es0s anticuerpos, ¢on
mayor frecuencia presentan reactividad cruzada hacia cepas distintas de las que
se utilizaran para su produccidn. Por tal mativo, los esfuerzos en entender esta
proteina desde el punto de vista antigénico tambien se centraron en realizar un

mapec de los sitios antigénicos de la proteina.

En los primeros estudios, Taniguchi demostrd que en la proteina VP4 existen al
menas tres tipos de epitopes de reaccidn cruzada. La manera en que realizd el
estudio fue utilizando seis anticuerpos monoclonales praducidos a partir de cepas
con diferentes serdatipos G, (G1, G3, G4). Dos anticuerpos fueron producidos por
serotipo G1 (KU-4D7, KU-GB11), tres a partir de serotipo G3 (YO-1E8, YO-133,
YO-2C2) y uno a parlir de serotipo G4 (ST-1F2). Para comprobar que los
anticuerpos estaban dirigidos contra VP4 y no contra VP7, Taniguch realizd
ensayos de inmunoprecipitacion donde demostré que estos anticuerpos
verdaderamente precipitan con VP4, Después de establecer esta especificidad, el
siguiete paso fue realizar ensayos de neutralizacion utilizando estos seis
anticuerpos monoclonales contra 17 cepas con distintos serotipos G. En sus
resultados, Taniguchi observd tres diferentes modelos de reactividad con estos
anticuerpos, lo que dio evidencia de que esta proteina presenta al menos tres
epitopes con estas caracteristicas, un epitope por cada modelo de reactividad
encontrado (Taniguchi et al., 1987).

Otro paso importante en el entendimiento de estos epitopes de reaccidon cruzada,
fue realizado cuando se localizaron los aminoacidos asociados la antigenicidad en
estos epitopes. La estrafegia fue secuenciar cepas mutantes que escapan a la
neutralizacion por los seis anticuerpos producidos por Taniguchi (Taniguchi et al.,
1987), Los resultados de estos estudios mostraron un s¢lo cambio en una base en
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todo el gen de VP4 que ocasiond el cambio de un aminoacido que era el
responsable de la falta de reactividad por el anticuerpo correspandiente. En cada
mutante los codones responsables de esta substitucion se localizaron en [as
posiciones 305 para el epitope reconocido por YO-2C2, el coddn 392 para el
epitope recanocido par los anticuerpos KU-6B11, YO-183 y ST-1F2, y el coddn
433 para el epitope reconacido por KU-4D7, por lo que dichas paosicianes
corresponden a ta subunidad VP5 (Taniguchi et at., 1988).

Para determinar si verdaderamente los epitopes de reaccidn cruzada se
encuentran confinados a la subunidad VP5, se clonanaron y se expresaron en E.
coli los productos de carte de VP4 (VP8 y VP5), y se produjo antisuero en cobayos
contra cada una de las subunidades. Estos antisueros fueron utilizados en
ensayos de neutralizacién y por posteriores ensayos de copreciptacion con o)
antisuero especifico para VP8 o VPS5, demostraron que |a proteina VP8 es la
responsable de llevar los epitopes especificos de serotipo, mientras que VP5
verdaderamente presenta los epitopes de reaccion cruzada, ya que este antisuero
fue capaz de neutralizar cepas que presentan distintos seratipos de VP4 (Larralde
et al., 1991).

Sin embargo, en otro experimento similar, pero clonando y expresando por
separado, tres secuencias de nucledtidos que codifican para tres péptidos (A B, y
C). ¥ que juntos representan toda la subunidad VP8, se dio evidencia que
reaimente la especificidad de serotipo recae en esta subunidad preferentemente
en la region que comprende el peptido B, (residuos 80 al 180), también se
demostré que en los otros péptidos existe reactividad cruzada contra otros
serotipos P, por lo que estos epitopes no son exclusivos de VPS sino que se
pueden distribuir a lo largo de toda (a proteina VP4 (Larraide & Gorziglia 1992).

Otro paso importante en este experimento fue la evidencia que se abtuvo sobre |a

naturaleza de los epitopes en los tres péptidos, Cuando ios antisueros antipeptido
se utilizaron para neutralizar la cepa homologa, aunque se observd neutralizacion
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en los niveles de 1:120, esta neutralizacion fue 16 veces mas baja cuando se
utilizéd antisuero producido contra la subunidad VP8 completa. Lo anterior, se
reforz6 con experimentos de absorcidn del antisuero neutralizante anti VP8
especifica de serctipo. Cuando este antisuero fue absorbido con antigeno nativo
pero no con una mezcla de los peptidos A, B, y C indicd que los epitopes
especificos de serotipo en la subunidad VP38 son epitopes conformacionales y por
lo tanto, dependen de la molécula entera para la inmunogenicidad (Larralde &
Gorziglia 1992).

Epidemiologia Molecular

La produccion de anticuerpos monoclonales para detectar los epitopes especificos
de serotipo, ha sido de gran ayuda para identificar los 14 serotipos G y 14
serotipos P que actualmente se conocen (Estes et al., 1996; Larralde et al.1991).
Sin embargo, con respecto a los seratipos P, aunque aclualmente se acepta que
la mayoria de los epitopes especificos de serotipos se encuentra presentes
principalmente en la subunidad VP8, existen varios factores que impiden un
analisis mas completo de los serotipos P entre la poblacién susceptible. Entre los
mds importantes se pueden mencionar: a) la presencia de epitopes de reaccion
cruzada, b) la presencia de monotipos, y ¢) la falta de suficientes anticuerpos
monoclonales para detectar todas las variedades antigénicas que aparecen
durante los brotes emdémicos. Lo que ha frenado de forma significativa el
conocimignto real del polimorfismo de la proteina VP4 entre las cepas que infectan
a los infantes (Liprandi et al.,1991) .

Por tal motiva, los experimentos de andlisis de secuencia del gen de VP4 de
cepas prototipo, se han convertido en la base para comprender la epidemiologia
molecular de los rotavirus. En los estudios iniciales, mediante hibridacion RNA-
RNA del genoma de rotavirus de diversas cepas que previamente se habian
recuperado de infantes con y sin sintomas de gastroenteritis, se demostrd el
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primer indicic de fuerte variabilidad en el gen de VP4, En este estudio, las cepas
Wa, P, VA-70, DS-1, y RV-5; representaron a las cepas sintomaticas, mientras
que M37, 1076, McN13, y ST3 representaban a las cepas asintomaticas. Las
pruebas de hibridacion mastraron diferencias significativas entre cada uno de los
grupos probados, mostrando que existen al menos dos tipos del gen de VP4 uno
para cada grupos de cepas (Flores et al.,1986).

Para comprobar que la diferencia entre las cepas sintomaticas y asintomaticas se
encuentra en los niveles de secuencia de nuciedtiodos del gen de VP4, se realizd
una sintesis de cODNA a través del disefio de aligonuclestiodos para amplificar los
diferentes seratipos de cepas sintométicas y asintomaticas. Cuando se analizd la
secuencia de aminoacidos de cada una de ostas cepas, los resultados mostraron
una mayor diferencia entre las cepas, ya que se observaron tres distintos modelos
de secuencia. Donde tres de las cinco cepas sintomaticas presentaron una
homalogia mayor del 84 % entre cada una de ellas, mientras que en las otras dos
la homologia fue mayar, ya que se ubicd arriba del 98% entre ellas, pero menar
del 90 % entre las otras tres. Cuanda se analizaron de la misma manera las cualtro
cepas asintomaticas, estas presentaron una homologia mayor del 95 % entre ellas
per¢ menor del 77 % cuando se compararon contra las cepas sintomdticas.
Aunque en estos estudios se refleja ia diferencia en secuencia entre las cepas
sintomaticas y asintomaticas, los resultados indicaron claramente que en las
nueve cepas analizadas existen tres distintos alelos de VP4. Estos alelos estan

representados por la cepa Wa, cepa D3-1, y cepa ST-3 (Gorziglia et al., 1988).

Con los estudios de secuencia de las cepas conocidas, quedd claro que existen
regiones con alta divergencia entre cepas, par tal motivo, los primeros analisis de
la distribucion de los alelas entre infantes infectados, se desarrollaron a partir de la
produccion de sondas especificas para cada alelo wWentificado. Los estudios
realizados con estas sondas mostraron la predominancia de las cepas
identificadas como Wa. Sin embargo, también fue posible identificar nuevos aleios
entre la poblacion infectada.
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Con este tipo de estudios quedd claro el polimorfismo que existe entre las
proteinas VP4 de ias cepas de rotavirus. Sin embargo, para evitar confusiones en
la nomenclatura de los alelos con respecto a los serotipos, se introdujo el término
genotipo, junto con un sistema numetico para todos los genotipos identificados.
Este sistema incluye el prefijo P por ser una proteina sensible a proteasa y el
namerg encerrado en corchetes (Estes, 1989)

De esta manera, los genotipos derivados de las cepas Wa y DS1 fueron ubicados
como P[8] y P{4] respectivamente, el genotipo derivado de la cepa M37
recuperado de neonatos con infeccion asintomatica fue renombrado como
genotipe P[6]. El derivado de la cepa K8 fue el genotipo P[9], mientras que el
genotipo P[10] fue dado a las cepas 69 M. Un sexto genotipo de VP4 fue
identificado por Gerna, por lo que el estudio de la variabilidad de esta proteina es
importante desde el punto de vista epidemioldgica.

Un dato importante que mostraron los estudios de campo scbre serotipo G y
genotipos P, fue que con mayor frecuencia se abserva una asociacion entre ellos.
De esta manera aunque es muy variado el modelo de combinacion entre serotipo
G ¥ genotipo VP4, en la mayoria de los genotipos P se ha detectado en asociacion
con el serotipa G1.

Actualmente, se conocen 20 distintos alelos detectados por andlisis de secuencia
y/io RT-PCR (Santos et al., 1994; Sereno et. al.,, 1994; ), donde el diseno de
aligonucledtidos ha sido de gran vaiia para realizar estudios masivos de campo
sobre la distribucion de estos genatipos. De esta manera se ha demostrado que el
genotipo p[8] seguido de P[4] son los gue con mayor frecuencia se detectan entre
la poblacidn infectada. Sin embargo, existen humerosas ocasiones en que no s
posible detectar el genotipo principalmente por |a presencia de mutaciones en la
region de reconocimiento de los oligos. Lo que aunado a la frecuencia de mutacidn

que ocurre entre las cepas durante {a replicacion, limita los estudios de campo.
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Dificultando asi el analisis completo de las cepas entre [a poblacidon susceptible.

Por tal motivo para llegar a un control adecuado de este patdgeno a traves de {a
elaboracion de una vacuna, es necesario realizar estudios moleculares que
permitan tener un conocimiento mas amplio del polimorfismo de estos virus desde
el punto de vista antigénico y genético, asi como de la inmunidad de anticuerpos

neutralizantes que se generan durante {a infeccion.

Vacunas

La presencia de epitopes de reaccion cruzada sobre las proteinas VP7 y VP4
adquieren suma importancia cuando se estudia la respuesta inmunoldgica de
anticuerpos con propositos de establecer medidas preventivas por la via de
produccidn de vacunas.

En este sentido, diversos estudios en animales experimentales han mostrado que
en una infeccion natural la respuesta de anticuerpos neutralizantes es efectiva, ya
que la especificidad de esps anticuerpos puede ser medida por la prueba de
neutralizacion de focos infecciosos y/o |a de neutralizacion de reduccidon de placas
(PRNT), [as cuales se fundamentan en la neutralizacion de las cepas rotavirus por
los anticuerpos producidos en el individuo infectado, fo que indica que estos

anticuerpos se encuentran en niveles protectores.

Estos resultados fueron |la base para estimular la produccion de vacunas contra
rotavirus. La primera estrategia que se utilizd fue {a de producir una vacuna
jenneriana, esto es, aprovechar los serotipas de los rotavirus animales para inducir
la proteccidn contra rotavirus humanos, disminuyendo la probabilidad de inducir
una gastroenteritis por el hecho de utilizar una cepa inocua para los humanocs. Los
primeros estudios se desarrollaron en ganado vacuno gnobidtico. La estrategia
utilizada fue la de inocular in utero a embriones vacunos libres de patdégenos con
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la cepa de rotavirus bovinge denominada NCODV, esta cepa presenta un serotipo
G6,P6 y por 10 tanto no carresponden a los serotipos con mayor predominancia
entre la pablacion humana, lo que de inicio ya es una limitante para la proteccion
de infantes. Después del nacimiento, estos animales se inoculabar con la cepa
patdgena y camo se esperaba, no se enfermaban de gastroenteritis, case
contrario a los controles que no recibieron la inmunizacidn in dlera. Esto condujo a
probar esta misma cepa de rotavirus en una cepa distinta al ganado vacune, y can
la misma estrategia de la inoculacion in (tero se probd su capacidad de proteger
cerdos gnobidticos, los cuales mostraron una disminucién considerable en la
excrecion de rotavirus, inclusive cuando se retaban can diferentes rotavirus
humanos (Wyalt et al., 1975; Zissis et al., 1983).

Estos resultados, fueron |a base para preparar |la pnmera vacuna contra rotavirus,
la cual fue atenuada a través de diversos pasajes en células de rifién bovino fetal
(FBK) y posteriormente en células de rifién de mono Cercapithecus (Delem et al.,
1984). En total, se realizaron 9 estudios para evaluar esta vacuna, cinco en
Finlandia, uno en Arizona, ung en Gambia, ung en Rwanda y uno en Peru ¢on un
total 1310 muestras analizadas en los nueve estudios. Aunque los resultados de
uno de estos estudios muestran que en Finlandia hubo una buena proteccidon
contra la diarrea severa, en la mayoria de ellos se observan diferencias
significativas en la proteccion de los infantes con respecto a los placebas, ya que
existieron casos donde la vacuna fue totalmente ineficiente (DeMoi et al.. 1986).
Mientras que en otros, mostraron una proteccidon parcial entre la poblacion
susceptible, principaimente por la condicion monovalente de la vacuna y la
presencia predominante del serotipo G1 entre la poblacién estudiada, factares que
influyeron en una proteccion limitada con una respuesta predominantemente
homotipica (Vesikari et al., 1991; Vesikari, et al., 1993} .

Al igual que la vacuna a base de NCDV, dos vacunas monovalentes se prepararon

a partir de cepas rotavirus de mono Rhesus (RRV), y cepas de rotavirus bovino
(WC3) (Bernstein et al., 1990; Bernstein et al., 1995) Las caracteristicas
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serolégicas es que la cepa WC3 es serotipo G6, mientras que RRV pertenece al
serotipo G3 el cual es uno de los cuatro serotipos predominantes en los brotes
epidémicos. Los resultados de los estudios de vacunacion en infantes de distintas
localidades fueron simitares a las obtenidos con la cepa NCDV en el sentido de
proveer una proteccion parcial. Sin embargo, aunque la respuesta predominante
fue homotipica, en algunos casos se observé una respuesta heterotipica
preferentemente contra el serotipo G1 y G4 (Vesikari et al., 1990).

La aobservacion de que la respuesta heterotipica es limitada con las vacunas
monovalentes condujo a desarrcliar la siguiente estrategia en la produccion de
vacunas pero con la obtencidon de cepas rearreglantes. Estas cepas se preparan
en cultivos celulares los cuales son infectados a la vez (coinfeccion) con distintos
seratipos G. El abjetivo de esta co-infeccion es producir una cepa gque contenga
las proteinas de superficie con distintos serotipos de tal manera que puedan
inducir la produccion de anticuerpos neutralizantes contra e€sos diferentes
setrotipos y por lo tanto ampliar el rango de proteccion (Gorrell et al. 1997). Al
inicia, se produjeron cepas rearreglantes monovalentes apravechando la condicion
atenuada de la cepa vacunal RRV para obtener tres distintas cepas que
expresaron en su superficie una VP7 con los serotipos G1(D), G2 (DS1) y G4
{ST3) humano (Rennels et al., 1996; Lanata et al., 1992),

Para determinar la eficiencia de las vacunas rearreglantes a base de RRV ¢on los
distintos serotipos humanos, se desarrollaron pruebas en infantes menores de seis
meses para determinar los efectos secundarios, la inmunogenicidad y la excrecion
de particulas virales. La estrategia que se utilizd para probar estas vacunas fue
comparar la respuesta a RRV y a las cepas rearreglantes en tres diferentes
estudios. En el primere se administrd solo RRV o |la vacuna monovalente
reareglante denominada D X RRV la cual expresa la proteina VP7 con serotipo
G1, en un segundo estudio la administracion fue la combinacién de dos cepas
monovalente rearreglante, la U X RRV (serotipo G1) y la DS1 X RRV (serotipo
G2), mientras que en el tercer estudio se administro al infante una combinacion de
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RRV (serotipo G3) con dos vacunas monovalentes rearreglantes, la D X RRV
(Serotipo G1) y DS1 X RRV (seratipo G2) (Lanata et al., 1992; Madore et al_, 1992;
Vesikari et al., 1992). Los resultados de estos estudios muestran diferencias en la
respuesta de anticuerpos ya que solo la cepa rearreglante DS1 X RRV indujo una
produccion de anticuerpos en un rango cercano al 70 % de los infantes
inmunizados, mientras que en los otros estudios, la produccion de anticuerpos fue
similar & los inducidos por la cepa vacunal RRV con fuertes variaciones
dependiendo de la cepa de rotavirus presente en el brote epidémico (Madore et
al., 1992; Lanata et al., 1992).

Después de los estudios con las vacunas rearreglantes monovalente, se realizaran
preparaciones tetravalentes que contenian cantidades similares de unidades
formadoras de placa (UFP) de cada una de estos rearreglantes. Es decir, esta
nueva preparacion representaba juntes los cuairo serotipo G mas importantes
(G1-G4) y objetivo fue comparar su eficiencia con los resultados obtenidos en las
muestras de campo con las vacunas monaovalentes. Por tal motivo, el siguiente
paso fue inmunizar a los infantes con una vacuna tetravalente.

Aunque la aplicacion de esta modalidad de vacuna indujo una reaccion febril
similar a la provocada por las vacunas monovalentes (Flores et al., 1990), la
respuesta de anticuerpos se incrementd para cada uno de los cuatro serotipos de
los cuales estaba formada la vacuna (Perez-Schael et al., 1990)). Sin embargo
eslos resultados sdlo fueron ciertos para todas las regiones donde se probé. Ya
que con esta misma preparacion en infantes peruanos, la proteccién fue
relativamente limitada ya que en menos del §0% de los infantes se observd
seroconversiéon (Lanata et al., 1992).

Por lo tanto, para evaluar la eficacia de la vacuna tetravalente y determinar la
correlacion seroldgica de la inmunidad contra |a infeccion por rotavirus, se
realizaron cuatre estudios, dos de los cuales se llevaron a cabo en los Estados

Unidos (Rennels et al., 1996; Santosham et al., 1997), uno en Finlandia (Joensuu
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et al., 1997) y otra en Venezuela (Perez-Schael et al., 1997). Los resultados de las
cuatro estudios fueron similares en el sentido de que demostrd una eficiencia del
70 al 100% para prevenir la severidad de la diarrea. Sin embargo es importante
resaltar que la evaluacion de la vacuna no incluyd un estudio preliminar de la
inmunidad en los infantes vacunados, ni tampoco el estudio de los epitopes a los
cuales va dirigida esta inmunidad de anticuerpos por lo que Gnicamente se realizé
a nivel del sergtipa infectante. No obstante, la vacuna lue efectiva al disminuir la
duracion de la enfermedad con respecto a los placebos, inclusive cuando el
serotipo infectante fue distinto al serotipo predominante G1. Lo que indujo a su
aplicacién de forma masiva para prevenir la gastroenteritis por rotavirus.

Por consecuencia, después de los estudios donde se analizaron los efectos
secundarios y la respuesta de anticuerpos, esta vacuna fue recomendada para
infantes en edades de dos, cuatro y seis meses con tres dosis por la American
Academy of Pediatrics Committee on Infectious Diseases en 1998. De esta
manera se administraron 1.5 millones de dosis desde septiembre de 1998 hasta
julio de 1998, cuando se pospusa la utilizacion de esta vacuna tetravalente por la
provocacion de intosusepcion en 15 infantes que recibieron la vacuna (Centers for
Disease Control and Prevention, 1999). Posteriores estudios para determinar la
magnitud de estos efectos secundarios mostrd un riesgo elevado para contraer
este sindrome entre |os infantes inmunizados preferentemente entre los tres y
catorce dias posvacunacién (Hwa-Gan et al., 2001; Murphy et al., 2001), por lg
que fue suspendida la licencia para inmunizaciones masivas.

Inmunidad

Mo obstante que se han desarrollado esfuerzos en a elaboracidn de una vacuna
efectiva e independientemente de los efectos secundarios por los cuales la vacuna
letravalente fue retirada para inoculaciones masivas, Ia principal limitante a la que
se ha enfrentado la produccion de este biologico han sido la falta de
reproducibilidad de una buena proteccion inmunoldgica entre poblaciones de
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diferentes regiones del mundo. Por tal motivo, para obtener una vacuna gue
mejore la produccion de anticuerpos neutralizantes antirotavirus, se requiere
realizar un estudio exhaustivo para entender |la inmunidad que se genera contra
ratavirus preferentemente cuando infecta de manera natural a los infantes.

En este sentide, diversos estudios han mostrado en animales tanto experimentales
como en aquellos que se infectan de manera natural, que la respuesta de
anticuerpos puede ser muy importante en la neutralizacion y eliminacion del virus
(Richardson et al., 1993).

Aunque estos estudios se han dirigido para las dos proteinas de superficie de los
rotavirus VP7 y VP4, donde los resultados con VP7 estimularon la produccion de
vacunas a bhase de esta proteina, existe evidencia que una mejor inmunidad
puede estar dirigida principalmente contra la proteina VP4 (Ward et al., 1993), y
cansideranda que el serotipo predominante de esta proteina (P1A) se encuentra
en combinacion can diversos serotipo G, adquiere impartancia €l realizar una
caracterizacidon molecular en muestras de campo directamente en infantes
infectados y determinar el papel que juega esta proteina en el establecimiento de
una respuesta inmune.

Las estudios iniciales en el entendimento de esta proteina incluian la
determinacion del serotipa P. Sin embargo, la falta de suficientes anticuerpos
menocionales especificas de serotipo, y el requerimiento de adaptar a las cepas
de campo a crecer en cultivo de células, limitaron el ndmerc de virus que se
pudieron analizar. Por tal motivo, todavia en la actualidad es muy pcbre el
conocimiento de la diversidad de los serotipos P en una comunidad particular, par
lo que a su vez no existen suficientes datos de los epitopes presentes en la
proteina VP4 ya que sdlo unos pocos laboratorios cuentan con anticuerpos
monocionales para realizar esta tarea (Coulson et al., 1993). Por otro lado, el
analisis por RT-PCR del gene de VP4 el cual se ha establecida como un método

de tipificacion, tiene el inconveniente de que no necesariamente reflgja la
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diversidad antigénica de la proteina, por lo (as cepas con el mismo genotipo
pueden tfener variaciones en la especificidad de los anticuerpos inducidos
(Masendycz et al., 1997).

La informacidn obtenida de diversos estudios, indica que hasla un 70% de las
infecciones por rotavirus en nifios menores de dos anos son de tipo sintomatico.
Lo anterior refleja que un alto porcentaje de las infecciones cursan de manera
asintomatica. Asimismo, se ha observado que los virus que infectan neonatos en
las maternidades tienden a persistir en el tiempo y ser distintos de las cepas que
circulan en la comunidad. En dos estudios independientes, se concluyd que estas
cepas que infectan neonatos de manera asintomatica eran genéticamente distintas
de las cepas de rotavirus aisladas de nifflos mayores de tres meses de edad con
infecciones sintomatica. Esta observacion sélo involucrd al gen 4 que codifica la
proteina VP4 como el gen responsable del fenotipo atenuado. Por lo que cobré
importancia el estudic de las cepas can esta atenuacidn para la prevencion de fa
enfenmedad (Flores et al,, 1986; Gorziglia et al., 1988). Sin embargo actualmente
no existe suficiente evidencia de que las infecciones asintomaticas sea producto
de una cepa con estas caracteristicas ¢ a la condicidon fisioldgica de los infantes
infectados.

Por otro lado, en las infecciones de tipo sintomatico, estos estudios también
ndican que los infantes adquieren inmunidad protectora contra las infecciones por
rotavirus aproximadamente a los tres afios de edad. Aunque es muy dificil el
determinar con precisidén el niumero total de infecciones por rotavirus que los nifos
sufren durante este periodo, es probable, de acuerdo a los datos obtenidos de
diferentes estudios longitudinales prospectivos, que ta infeccion de tipo sintomatica
se establece por varios serotipos durante esos primeros tres anos de vida. Sin
emhargo, Estos estudios también sugieren que durante ese tiempo la proteccion
contra varios serotipos se puede establecer por (a induccidn de una inmunidad
heterotipica (Brussow et ai., 1988; Brussow et al. 1991; Matson et al., 1992}.
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En este sentido, la informacion obtenida ha mostrado que las infecciones por
rotavirus pueden inducir anticuerpos neutralizantes dirigidos contra ¢l serotipo de
la cepa infectante (homotipicos), asi como contra otros serotipos (heterotipicos).
Se ha reportado, que tanto VP4 como VP7 tienen epitopes que inducen
anticuerpas que son capaces de neutralizar a mas de un serotipo. Sin embargo de
acuerdo a previos estudios en nuestra region, parece ser que VP4 es la proteina
mas importante en esta respuesta de anticuerpos neutralizantes, ya que, aunque
se han encontrado varios serotipos entre los infantes infectados, existe la
prevalencia del serotipa P1A en mayor proporcidén que cualquiera de los serctipos
G, ya que la presencia de este serotipo fue detectado en mas del 70% de los
casos analizados. Por lo que es probable que esta proleina sea responsable de
una respuesta heterotipica hacia varias cepas de rotavirus en una infeccion natural
{Contreras et al., 1995).

Estudios en humanos y modelos animales también apoyan a la proteina VP4
como fa mas inmunodominante, ya que a pesar de que ambas proteinas (VP4 y
VP7), tienen la capacidad de inducir la produccion de anticuerpos neutralizantes
en forma independiente, al parecer esta respuesta no se produce en la misma
magnitud, ya que mientras en humanos adultos después de la administracidén de
una cepa patégena de rotavirus, cerca del 80 % de los anticuerpos producidos
presentaran especificidad hacia VP4, en infantes, después de la administracion
oral de dos cepas atenuadas fue posible detectar en el suero anticuerpos
exclusivamente con especificidad a ia proteina VP4 (Ward et al., 1988; Vesikari et
al., 1993).

De igual forma, Estudios por ELISA de competencia indican que anticuerpos anti
VP4, ademas de proteger contra la cepa homodlaga, también dejan proteccidn
contra otras cepas de serotipo diferente. Aunque los resultados obtenidos
permitieron establecer una estrategia inicial de inmunizacién con miras a la
proteccidn heterotipica, utilizado virus rearreglantes conteniendo las dos proteinas,

en realidad no esta del todo claro el papel que juegan cada una de estas proteinas
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en el establecimiento de la respuesta de anticuerpos neutralizantes.

Por tal motivo para entender las bases moleculares de esta respuesta heterotipica
en una infeccién natural por rotavirus, se requiere realizar una busqueda efectiva
de las variantes antigénicas y genéticas de las cepas infectantes, asi como
determinar la especificidad de los anticuerpas neutralizantes que se producen
contra estas cepas, con el objetivo de definir los principales epitopes que son
responsables del establecimiento de una inmunidad duradera.
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OBJETIVOS

*» Evaluar el polimorfismo genético de las cepas de rotavirus aisladas durante
el periodg de estudio

% Caracterizar los epitopes predominantes de la proteina VP4 de las cepas
de estudio

< Establecer (a correlacion entre [os epitopes predominantes y la
especificidad de la respuesta inmune de anticuerpos neutralizantes
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MATERIAL Y METODO

Muestra de pacientes:

Las muestras fecales que se utilizaron en el presente estudio, fueron colectadas
sin conservador en diferentes brotes epidemicos desde 1995 al 2000, Estas
muestras se tomaron de 1200 infantes menores de dos anos de edad, |os cuales
fueron hospitalizados por gastroenteritis aguda en diversos hospitales del area
metropolitana de Monterrey, N.L. Después de la colecta, se prepard una
suspension fecal del 10 al 20 % en buffer salino de fosfatos (PBS) y se mantuvo

en congelacion hasta su utilizacion para la deteccion del genoma de rotavirus.

Extraccian de RNA viral

La extraccion del RNA de doble cadena, se realizd mediante una version
modificada reportada previamente (Herring et al., 1982). Para tal efecto, se
utilizaron doscientos microlitros de la suspension fecal y se homogenizaron con un
volumen igual de una suspensidén amortiguadora de Tris base conteniendo dodecil
sulfato de sodio (S0S) con el propasito de romper la integridad de la capside del
virus y f—mecaptoetanol comu agente reductor. La extraccian del RNA viral, se
realizd por el método de fenol — cloroformo el cual es efectivo para desnaturalizar
las proteinas del virus y liberar el genoma de RNA de doble cadena. Después de
la centrifugacion a 14,000 rpm por 5 minutos, |a fase acuosa con el RNA de doble
cadena se precipitd con etanal absoluto manteniéndose durante toda la noche a -
20 °C. Después de centrifugar a 14 000 rpm por 15 minutos, la pastilla del RNA se
seco por 156 minutas en condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar y
se resuspendid en 20 pl de agua nanopura estéril. Esta se mantuvo en

cangelacion hasta su utilizacion.
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Deteccidn del RNA viral y electroferotipos

La deteccion del genoma viral se realizd mediante electroforesis en un sistema
continuo de geles de poliacrilamida al 10 % a 100 voltios constantes durante 4
horas a temperatura de laboratorio. Después de la electroforesis el gel se tifib con
nitrato de plata y se reveld en condiciones basicas con hidréxido de sodio 10 My
formaldehido (Herring et al. 1982). Para la deteccion del modelo de migracion de
los genes cognato y los electroferotipos, |a electroforesis se realizé en geles al 12
% y se madifico el voitaje a 80 voitios durante 6 horas para una mejor separacion

de los segmentos génicos.

Genotipos de VP4

El genotipo de VP4 de las cepas de rotavirus fue determinado en una seleccion de
virus aislados donde se consideraron tres criterios: a) se seleccionaron todos las
cepas con diferente modelo de migracion del genoma ¢} se selecciond una
muestra representativa de los electroferotipos largos y d) se analizaron todas las

cepas aisladas con electroferotipo corto para su genatipificacion.

El genotipo de las cepas virales se determind, con ciertas modificaciones de
acuerdo al método descrito previamente por Gentsch (Gentsch et al., 1992). Para
la genotipificacion, el RNA de las cepas de rotavirus se extrajo por el metodo de
TRIZOL de acuerdo a las recomendaciones del fabricante, seguida por una
precipitacion con etanol. La pastilla del RNA gendmico se obtuvo después de
secar durante 30 minutos en condiciones de esterilidad en una campana de flujo
laminar y posteriormente fue resuspendida en 20 pl de agua nanopura y

mantenida en congelacion hasta su utilizacion.

Antes de realizar el proceso de retrotranscripeion, se determiné la concentracion y
pureza del RNA gendmico en un espectrofotometro Shimadzu UV mini 1240 a una
longitud de onda 260 y 280 nandmetros. La pureza se determind por 1a relacion
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de la absorbancia a 260 nandmetros entre la absorbancia a 280 nandmetros,
donde una buena pureza de RNA es aquella que presenta una relacion mayor de
1.8

La concentracion del RNA gendmico se realizd de acuerdo a la formula
Concentracion del acido nucleico (pg/pl)

Az X 50 X dilucion/1000

donde 50 es una constante para el RNA de doble cadena

El RNA purificado con una pureza mayor de 1.8, fue sujeto a una trascripcion
reversa con la retrotranscriptsa Super Script II, a 42 °C por 30 minutos en la
presencia de |os oligonucledtidos Con2 y Con3, donde con 2 reconoce una region
de 20 nucledtidos en la posicién 868 a 887 y Con3 se alinea en la posicién 11-32
nucledtidos (nt) en el extrema §'. Después de la retratranscripcion, el cDNA
producido, se amplificd en un termogiclador Hybay durante 30 ciclos a 95 °C por
30 segundos para desnaturalizar el cDNA, 42 °C por 30 segundos para el
alineamiento de los oligonucledtidos y después a 72 °C por 40 segundos para la
extension de las cadenas. Posteriormente se realizé una segunda amplificacion
semianidada utilizanda tos oligonucledtidos 1T1, 2T1, 3T1, 4T1 y 5T1, los cuales
san especificos para identiicar los genotipos P[8), P[4), P[6], P{9], y P[10]
respectivamente dentro de la region de VP8, la cual es divergente en los distintos
alelos de VP4 pero conservada dentro de los miembros del mismo genotipo. Los
fragmentos esperados con estas oligonucledtidos corresponden a bandas de 345
{(1T1), 483 (2T1), 267 (3T1), 391 (4T1) y 583 (5T1) nucledtidos respectivamente,

como se ilustra en la siguiente figura.
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Transcripcion reversa

A continuacién se detallan los reactivos y concentraciones utilizados en la
transcripcion inversa.

Se prepara la siguiente mezcla maestra 1 X en un tubo eppendorff de 500 pl

2.0 pl Buffer RT 5X (Tris-HCI 250 mM; MgCl2 40 mM; KCL 150 mM; DTT
5 mM; pH 8.5).

1.0 pl MgCL>25 mM

3.2 pl dNTPs 2.5 mM cada uno (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)

0.1 ul Transcriptasa inversa 200 u/pl

Total 6.3 pl

Adicionalmente se prepara en un tubo de 0.5 pl la siguiente mezcla de reaccion

2ul RNA de doble cadena
1ul Oligonucledtido negativo (1 uM)
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0.7 pl Agua nanopura.
Se calienta a 95 °C durante 5 minutos y se transfiere inmediatamente a hielo

Se mezcla perfectamente con 6.3 pl de la mezcla maestra y se incuba por 30

minutos a 42 °C y posteriormente 5 minutos a 94 °C. El Volumen final de reaccion
es de 10 pl

Primera amplificacidn, reaccion PCR-1

En la primera amplificacion para cbtener el segmento de 876 pb se prepard la
siguiente mezcla de reacion.

1.0 pl RT-cONA

6.75 ul Agua nanopura

1.25 4l Buffer 10X (Tris-HCI 100 mM, MgCl; 15 mM, KCI 500 mM, pH 8.3)
0.5 ul MgCl; (25 mM)

0.25 Con3 (25 uM)

0.25 nl Con2 (25 uM)

20 DNTPs (2.5 mM)

0.5 ul Taq polimerasa (1u/ul)

Volumen final 12.5 01

GENOTIPIFICACION, Reaccion semianidada PCR Il

Para determinar el genotipo de las cepas de estudio, se prepard la siguiente
mezcla de reaccion.

0.2 ul Producto de PCR-|
7.425 pl Agua nanopura

125 |t Buffer 10X (Tris-HC! 100 mM, MgClz 15 mM, KCi 500 mM, pH 8.3)
0.125ul  MgCL;

0.5 ul Con3 (25 uM)

0.5 pl 1T-1 (25 uM)

20l dNTPs

0.5 ul taq polimerasa (1u/ul)
Volumen final 12.6 ul
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Genotipo VP7

Para la determinacion del genotipo de la proteina VP7 se utilizd el mismo
protocolo que para VP4 (Gentsch et al.1992). Los oligonucleétidos utilizados para
la primera amplificacién son Beg 9 y End 9 que corresponden a la posicién 1-28 en
el extremo 5 y 1062 a 1036 en el extremo 3' respectivamente, por lo que se
espera una banda de 1062 pb. Con respecto a la PCR semianidada, se utilizaron
los oligonucleétidos aBT1, aCT2, aDT4 y aET3 cuyas posiciones corresponden a
314-335 (aBT1), 411-435 (aCT2), 480-498 (aDT4) y 689-709 (aET3) con bandas
esperadas de 749, 652, 583 y 374 nucledtidos respectivamente de acuerdo a la

siguiente figura.

Oligos  Beg9 aBT1 ACT2 aDT4 aET3 End9
1062
749
652
583
374

Gl

G2

G4

G3

Bases Moleculares de la Respuesia Inmune en una Infeccion Natural por Rotavirus
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Polimorfismo entre genotipos

Para determinar si entre los genotipos identificados existe polimorfismo genética,
se realizd un sistema de SSCP (Single Strand Confarmacional Polimorphism) de
acuerdo al meétodo descrito previamente con ciertas meodificaciones. Para este
analisis se utilizaron los productos obtenidos por RT-PCR para detectar el
polimorfismo conformacional de cadenas simples del DNA amplificado (Sekiya et
al, 1993). El protocclo consistid en preparar 10 ul de una dilucidon 1:10 del
producto de PCR en formamida, se calentd a 95 °C por 5 minutos y rapidamente
se pasd a hielo y se mantuvo a —20 °C hasta su utilizacién. Un microlitro de esta
suspensién se cargd en un gel de poliacrilamida al 10%. E! corrimienta
electroforético se realizd a 100 voltios constantes en una mint camara de
glectroforesis vertical Hoefer Scientfic Instruments modelo SE250 durante cuatro
horas manteniendo |a temperatura por debajo de los 20 °C. Las bandas se tifieron
con nitrato de plata y se revelaron en formaldehido e hidroxidg de sadio.

Serotipos G.

Un panel de anticuerpos monoclonales especificos de serotipos de VP7, se
utilizaron para determinar el serotipo de las cepas aisladas a través de un sistema
inmunoenzimatico de emparedado directo. Estos anticuerpos fueron
praporcionados gentilmente por el Dr. Carlas Arias del Instituto de Biotecnologia,
UNAM. Esos anticuerpos incluyeron S5E8 (especifico para serotipo G1), 1C10
(serotipo G2}, 159 (serotipo G3), ST-2G7 (serotipo G4). En este estudio tambien
se utilizé como cantrol €f anticuerpo monocional 129, el cual detecta los diferentes
serotipos G estudiados (G1-G4). Para la prueba de ELISA se utilizé el método de
Padilla-Noriega, donde microplacas de 96 pozos se sensibilizaron toda la nache a

4 °C con 75 pl de una dilucién de 1:2000 en PBS para los anticuerpas de captura
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5E8 y 1C10, una dilucion de 1:5000 para el anticuerpo 129, y una dilucién 1:10000
para los anticuerpos 159 y ST-2G7 (Padifia-Noriega 1890).

Después de lavar con PBS-Azida (todos los lavados fueron can esta solucion), las
placas se bloquearen con suero fetal de bavino al 5 % en PBS-Azida. Después de
la incubacidn de una hora a 37 °C, se adicionaron 75 ul de la suspension al 5% de
muestra de heces en una solucion de suero fetal de bovino (SFB) al 5 % en PBS-
azida y 75 pl del sobrenadante de un lisado de células infectadas con las cepas de
referencia Wa, $2, Price y ST3 las cuales presentan los serctipos G1 al G4
respectivamente y que fueron utilizadas como controles positivos. Las placas se
incubaron 1:30 hrs a 37 °C. Después del lavado de las placas se adicionaron 75 pl
de una dilucion 1:2500 de un suero hiperinmune antirotavirus producido en conejo.
Las placas se incubaron 1 hora a 37 °C para permitir que el anticuerpo se una a la
particula de virus capturada. Despues de cuatro lavados, se adicionaron 75 ul de
un anticuerpo antirgtavirus producido en cabra y conjugado con fosfatasa alcalina.
Después de la incubacion a 37 °C por una hora, las placas se lavaron y a cada
pozo se le adicioné 75 ml del sustrato p-Nitrofenil fosfato disodio diluido en
amortiguador dietanolamina pH 9.8. Posterior a un periodo de incubacién de 45
minutos, se registrd la absorbancia a 405 nanémetros en un micra lector de
ELISA. Las lecturas con una diferencia de absorbancia de 0.2 con respecio al

control fueron consideradas positivas.

Serotipo P

El ensayo de ELISA para tipificar VP4 se realizd como se describe previamente
para VP7 (Padilla-Noriega et al, 1993). Los anticuerpos para capturar sl antigeno
viral correspondieron a F45:4, 1A10, 2A3, y 2G1 (serotipos P1A), RV5:2 (serotipo
P1B), HS6, HS9, HS10, HS11, y ST3:3 (Serotipo P2), 2G1 (serotipo P3). Para la
deteccidn de las cepas negativas con estos anticuerpos, se utilizd el anticuerpo
Y(0-2C2 que detecta cepas con diferente serotips P. Las cepas de referencia
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fugron (as mismas que para la determinacion del serotipo G cepa Wa serotipo
P1A, S2 serotipo P1B, Price serotipo P1A, ST3 serotipc P2. al igual que en los
serotipos G, las lecturas con una diferencia de absorbancia de 0.2 con respecto al
control fueron consideradas positivas.

Epitopes de VP4

La presencia de epitopes sabre |a proteina VP4 se realizé a través del sistema de
ELISA de acuerdo al método de Padila-Noriega (Padilla Noriega et al.1993). Los
anticuerpos monaclonales utilizados correspondieron a F45:4, 1A10, 2A3, y 2G1,
RV5:2, HS6, HS9, HS10, HS311, y ST3:3 los cuales fueron previamente producidos
para diferentes serctipos P. Estos anticuerpos fueron utilizados a diferentes
diluciones para sensibilizar las microplacas de ELISA de 96 pozos. Las diluciones
correspondieron a 1:2000 (F45:4), 1:200 (1A10), 1:2000 (2A3), 1:2000 (2G1)
1:4000 (RV&:2), 1:8000 (HS6), 1:2000 (HS9), 1:2000 HS10, y 1:2000 (ST3:3).
Después de lavar las placas con PBS-azida, se adicind 75 ! de suera fetal de
bovino al 5 % en PBS-Azida para bloquear los espacios libres de anticuerpos.
Después de la incubacion de una hora a 37 °C, se adicionaron 75 ul de la
suspension de virus en suero fetal de bovino al § % en PBS-azida, como control
positivo se utilizé 75 pl del sobrenadante de un lisado de ¢élulas infectadas con las
cepas de referencia Wa, 52, Price y ST3 ias cuales presentan los serotipos P1A
{Wa}, P1B (52}, P1A (Price) y P2 (5T3) respectivamente. Las placas se incubaron
1:30 hrs a 37 °C. Después del lavado de las placas se adicionaron 75 ul de una
diluciéon 1:2500 de un suero hiperinmune artirotavirus producido en conejo. Las
placas se incubaran 1 hora a 37 °C para penmitir la interaccion del anticuerpo con
la particula de virus capturada. Después de cuatro lavados, se adicionaron 75
de un anticuerpo antirgtavirus producido en cabra y conjugado con fosfatasa

alcalina. Posterior a la incubacion a 37 °C por una hora, las placas se lavarony a
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cada pozo se le adiciond 75 ul del sustrato p-Nitrofenil fosfato disodio diluido en
buffer dietanolamina pH 9.8. Posterior a un periodo de incubacion de 45 minutos,
se registro la absorbancia a 405 nandémetros en un microlector de ELISA. El
criterio utilizado para considerar la presencia de uno o varios epitopes sobre la
proteina VP4, fue cuando el valor de la absorbancia a 405 nandmetros dada por la
reactividad de un anticuerpo monoclonal fue igual o mayor de 0.4, y la presencia
de un segunda o tercer epilope sabre la misma proteina VP4 se considerd
positiva cuando otro u otros anticuerpos reaccionaron con el mismo virus y que
daban una absorbancia mayor de 0.2. Valor que a su vez correspandia a mas de

la mitad de la maxima absorbancia reqistrada por el principal anticuerpo.

Pacientes y suero

Para el presente estudio, se colectaron 70 sueros de fase aguda y convaleciente
de infantes mengres de dos afios que fueron hospitalizados por un cuadro agudo
de gastroenteritis. Los sueros de fase aguda se colectaron de 1 a 3 dias después
de los sintomas y los sueros de fase convaleciente de 3 a 4 semanas después de
la primera toma. Todos los sueros se mantuvieron en congelacion hasta su

utilizacion.
Virus y titulacion de focos infecciosos

Las cepas de rotavirus utilizadas para cuantificar los anticuerpos neutralizantes
correspondieran @ Wa (G1, P1A), §2 (G2,P18) Price (G3,P1A) y ST3 (G4,P2).
Previamente estas cepas se utilizaron para realizar una titulacion de focos
infecciosas con el objetivo de tener una comparacian en la reduccion de focos
infecciosos durante la cuantificacion de anticuerpos neutralizantes (Arias et al.,
1994). A placas de 96 pozos se adicionaron 80 ul de MEM sin suero y a partir de
una dilucidn 1:5 de la cepa viral activado con tripsina, se realizaron diluciones al
doble. Placas de 96 pozos con celulas MA104 confluentes y lavadas con PBS se

les adiciond 100 ul de MEM sin suerc y §0 pl de cada dilucidn de virus por
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duplicado. Se incubaron por 14 horas a 37°C en atmdsfera de CO; al 5% vy
después de dos lavados con PBS las células se fijaron con 150 ml de una solucion
acetona-PBS (80:20). Después de lavar con PBS, se adicionaron 75 pl del
anticuerpo anti YM producido en conejo. Se incubé a 37°C durante 1:30 hrs y se
detectd el anticuerpo con un conjugado proteina A-peroxidasa. Posterior a las
mismas condiciones de incubacidn, la enzima fue detectada al adicionar 75 ul de
substrato preparado con carbazol en buffer de acetatos 1X y perdxido de
hidrogeno. El titulo de focos infecciosos se obtuvo al realizar una lectura

microscopica de las placas a 20X.

Cuantificacion de anticuerpos neutralizantes

Los tituios de anticuerpos neutralizantes en los sueras de fase aguda y
convaleciente de los nifios infectados se midieron por la prueba de reduccidn de
focas infecciosos (Padilla-Nonega et al, 1998). El titulo de anticuerpos
neutralizantes en las muestras de suero se defini¢ como la dilucién mas alta del
suero donde se aprecid una reduccion de al menas el 60 % en el nimero de las
células infectadas cuando se compararon con ios controles donde se utilizd PBS
en lugar de suero agudo o convaleciente. Para una mejor lectura y para la
comparacion de los focos infecciosos, se utilizd una cepa de referencia con
serotipos conocidos a una dilucion donde se produjeran de 150 a 200 focos
infecciosos, Después de la activacidon de estas cepas se les adiciond con un
volumen igual de diferentes diluciones de los sueros de fase aguda o
convaleciente y se procedio a la deteccion del antigeno viral sobre la monocapa
de celulas utilizando de manera secuencial anti YM, proteina A- peroxidasa-
substrata.
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Espeocificad de los anticuerpos neutralizantes

Para determinar la respuesta de anticuerpos hacia las proteinas de superficie VP4
y VP7, se utilizd la misma metodologia de reduccion de focos infecciosos solo que
en lugar de cepas de referencia se utilizaron cepas rearreglantes que presentaban
estas dos proteinas con diversos origenes. Para la deteccion de VP7 se utilizaron
las cepas que expresaban en su superficie VP7 humana y VP4 de cepas de origen
animal y viceversa, cuando el objetivo fue determinar la respuesta de VP4
(Padilia.Noriega et ai, 1998).

Sistema de ELISA de competencia

Los anticuerpos monoclonales utilizados para la prueba de bloqueo de ELISA
fueron 5E8 y 2C9 (especifico de G1), 2F1 (Especifico de G2), 4F8 (especifico de
G3), ST-2G7 (especifico de G4), y 2A4 (heterotipico para G1 y G3). Los
anticuerpos monoclonales para VP4 fueron 1A1Q (derivado del serotipa P1A cepa
Wa; RV5:2, (derivado del serotipo P1B cepa RVS) y HS6, derivado del seratipo
P2A cepa ST3. Estos anticuerpos monoclonales previamente se demostrd que son
especificos contra cepas de rotavirus recuperadas de humanos con el mismo
serotipo del virus inmunizante (serotipo P1A, P1B, o P2A). Ademds, se utilizo el
anticuerpo de reaccion cruzada 1E4, derivado del serotipoc P1A cepa Wa, y YO-
2C2, derivado derivadg del serotipo P1A cepa YO, (05 cuales neutralizan tanto
cepas de rotavirus con serotipo P1A como P2A.

Para la determinacion de los epitopes inmunodominantes se realizd una ensayo
de blogqueo de ELISA previamente descrito por Shaw con ciertas modificaciones
(Shaw et al 1987). placas de 96 pozos fueron sensibilizadas toda la noche a 4 °C
con una dilucidn optima en PBS de los anticuerpos mencionados. Las placas se
lavaron dos veces can PBS-azida y se bloquearon toda la noche a 4 °C con 10%
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de SFB en PBS-azida. Posteriormente se lavé dos veces con PBS-azida y se
afadid virus homotipico el cual previamente se incubd toda la noche con
diluciones seriadas (1:25 to 1:1,600) del suero de fase aguda o convaleciente de
los pacientes. Después de tres horas de incubacién a 37 °C las placas se lavaron
cuatro veces y se afiadid un antisuero hiperinmune de conejo anti rotavirus Wa,
DS1xRRV, RRV, and $§T3 diluidoe 1:2500 en PBA-2.5% SFB. las placas se
incubaron a 37 °C por 2 horas. Se lavaron cuatro veces y se incubaron ¢on una
dilucién 1:1000 de un anticuerpo anti 19G conjugado con fosfatasa alcalina. Las
placas se lavaron cuatro veces y la actividad de fosfatasa fue detectada al afiadir
el sustrato correspondiente. El titulo de anticuerpos especilicos de epitope se
definid como la dilucion mas alta del suero que dio una densidad optica menor o
igual al 50% del valor de los controles no bloqueados. Los virus homotipicos
utilizados fueron Wa para anticuerpos SE8. 2C9, 1A10, y 1E4; S2 para AcMs 2F1
y RV5:2; Price para AcMs 4F8, 2A4, y YO-2C2; y ST3 para AcMs ST-2G7 y HS6.
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RESULTADOS

Como este estudio estd enfocado a comprender las bases moleculares de la
raspuesta inmune que inducen las cepas de rotavirus en una infeccion natural. La
estrategia que se siguid, fue analizar la epidemiolagia molecular de rotavirus
durante diferentes brotes epidémicos para investigar las variedades antigénicas y
genéticas que se presentan en nuestra regidn, asi como la respuesta de
anticuerpos ante una infeccion natural por rotavirus. E! estudio de las variedades
antigénicas incluyeron los serotipos G y P, asi como los epitopes
inmunodominantes presentes en estas proteinas. Por su parte, las variedades
genéticas incluyeron, los electroferatipas, los modelos de migracion de los genes
cognato de rotavirus (electroforesis), los genotipos (RT-PCR}), asi como el
polimorfismo entre (os genotipos P detectados cuando se somete el DNA de doble
cadena desnaturalizado a un sistema electroforético (SSCP). Para estudiar la
respuesta inmune humoral, a una muestra representativa de los pacientes se les
colectd suero de fase aguda y convaleciente con el objetivo de estudiar la
espwuificidad de los anticuerpos anti proteina VP7 y VP4 y anti epitopes presentes
en la proteina VP4, Lo anterior condujo a determinar el comportamiento de los
rotavirus en nuestra regian ya que se demostrd la presencia de un epitope
inmunodominante que se mantiene entre la mayoria de las cepas estudiadas, asi
como a conocer que ia especificidad de la respuesta inmune humoral puede ser
inducida por cepas homdélogas y heterdlogas, pero sobre tado que esta respuesta
inmune es capaz de amplificarse, ya que puede neutralizar cepas con diferente
genatipo.
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Epidemiologia molecular de rotavirus

Electroferotipos

Un total de 1730 muestras fecales de infantes hospitalizados con sintomas de

gastroenteritis fueron colectados entre octubre y febrero en diferentes brotes

epidémicos. De estas, rotavirus estuvo presente en 733 (41%) muestras y la

mayor frecuencia fue registrada en enero de cada temporada principalmente en

nifios menores de un afio de edad, ya que estos representaron el 71% de todos

los infantes analizados.

Para determinar la variabilidad genética de las cepas aisladas, se realizé un

analisis en los niveles de RNA de doble cadena, cDNA y DNA de cadena sencilla

a través de electroforesis en un sistema continuo de geles de poliacrilamida al

10%, RT-PCR en un sistema de dos pasos y SSCP para detectar el polimorfismo

conformacional del DNA de cadena simple.

Los resultados de la electroforesis muestran
la predominancia del electroferotipo largo
(definido por la separacion de los segmentos
10 y 11), ya que de las 733 muestras
analizadas 719 (98%) correspondieron a este
electroferotipo (figura 1 carriles 1 al 8), y 14
(2%) cepas mostraron electroferotipo corto,
identificado por una menor separacion de los
segmentos 10 y 11 (figura 2 carriles 2, 7 y 8).
El analisis de estos electroferotipos en las
distintas temporadas de estudio, muestran la
predominancia del electroferotipo largo en
practicamente todos brotes epidémicos

Carril

ug ;
L
N kid

Figura 1: Perfiles electroforéticos de
cepas de rotavirus mostrando los
modelos de migracién de sus genes

cognato.
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(figura 3) ya que sélo una cepa con
electroferotipo corto fue detectada en
1993 y no se presenté otra cepa con
esta caracteristica hasta el brote
epidemico 1999-2000, donde de 64
cepas estudiadas 53 (82%) mostraron
electroferotipo largo, y 11 (18%)
presentaron electroferotipo corto.

Ya que las proteinas de interés
antigénico corresponden a VP4 y VP7
por ser las proteinas de superficie de
rotavirus, el siguiente paso fue analizar
los modelos de migracion de los
genes cognato que codifican para
estas proteinas, para el caso de VP7,
los genes que la codifican pueden ser
el segmento 7, 8 0 9 ya que puede
variar entre las distintas cepas.
Mientras que para VP4 el unico gen
que la codifica corresponde al
segmento 4. Los resultados de estos
estudios,

muestran mayores

diferencias en migracién
principalmente entre los tres genes
involucrados en codificar para VP7, ya
que en las cepas, principalmente en
los electroferotipos cortos, se pueden

apreciar diferencias significativas en

Bases Moleculares de la Respuesta Inmune en una Infeccion Natural por Rotavirus

i1 2 8 4 8§ & 7T 2

Figura 2: Perfiles electroforéticos de cepas
de rotavirus mostrando diferentes modelos
de migracién de sus genes cognato. Los
electroférotipos cortos corresponden a
cepas aisladas en la temporada 1999-2000.

Figura 3: Modelos electroforéticos del
genoma de rotavirus mostrando
electroferotipos largos. Carril 1, rotavirus
SA11, carriles 2 al 9 cepas de rotavirus
aisladas antes de 1998.

migracién, ya que estos segmentos en ocasiones co-migran como una sola banda
(figura 2 carril 2 y 8), mientras que en otras cepas se aprecian claramente la
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separacion de dos bandas (figura 2 carril 7). Por su parte, aunque las diferencias

en la migracion del segmento 4 es menos prominente, también se puede apreciar

una diferencia significativa en la migracién de una las cepa aisladas con

electroferotipo corto (figura 2 carril 8), mientras que en todas las cepas con

electroferotipo largo el modelo de migracion de este segmento se mantuvo

constante durante todo el periodo de estudio (figura 2 carriles 1, 3, 4, 5y 6).

Relacién Genotipo - Electroferotipo

Para establecer la relacidén electroferotipo-
Genotipo, el siguiente paso fue analizar las
cepas a través de un sistema de RT-PCR
con dos amplificaciones, con el objetivo de
determinar el genotipo del gen que codifica
las proteinas de VP4 y VP7. Para efectuar
este estudio, se realizd una extraccion del
RNA de las cepas aislada mediante el
métode de TRIZOL de acuerdo a las
indicaciones del fabricante, asi como Ila
determinacion de la pureza y concentracion
del RNA obtenido.

Para todas las amplificaciones, se tomé
como criterio que la pureza del RNA fuera
mayor de 1.8 y se utilizaron 2 pg de este
RNA para llevar a cabo cada una de las dos

amplificaciones.

Figura 4: absorbancia a 260 y 280 del
RNA obtenido por método de TRIZOL

Los resultados representativos de estas extracciones de RNA se muestran en la

grafica de la figura 4, para una absorbancia a 260 y 280 nm.
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Amplificacion del gen 4 (VP4)

Para establecer el genotipo de las
cepas de estudio, se realizd un
primera amplificacion del gen de VP4
utilizando los oligonucleoétidos con3 y
con2, que se alinean en una regidon
que es conservada para diferentes
genotipos y se expande desde la
posicion 10 en el extremo 5' hasta la
posicion 887 del extremo 3'. Este
fragmento incluye toda la region de
VP8 y los primeros 100 nt de VP5.

Después de la amplificacion, los
productos obtenidos se revelaron en
un gel de agarosa al 1.5 % y se
tifieron con bromuro de etidio. Los
resultados de estos experimentos
muestran la presencia un fragmento
de 876 pb para cada una de las
cepas analizadas (figura $ carriles 1
al 6).

Amplificacion del gen 9 (VP7)

Asimismo, Para la amplificacion del
gen que codifica para VP7, se
utilizaron los oligonucleétidos beg9 y
end9, que se alinean en una regién

876 pb

Figura 5: Amplificacién por RT-PCR de gen
4 de cepas de rotavirus. El RNA gendmico
se extrajo mediante Trizol de muestras
fecales. Lineas: M, marcador (100-pb
ladder); 1 a 6, productos de 876 pb.

1062 pb

652 pb

Figura 6: Amplificacion por RT-PCR de
cepas de rotavirus. Lineas: M, marcador (100-
pb ladder); 4, producto de 1062 pb, 1 a 4,
producto de 652 pb especifico del serotipo G2.
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que es conservada para los
diferentes genotipos de VP7.
El segmento amplificado se

expande desde la posicion 1 876 PP

en el extremo 5 hasta la 345pp

posicion 1062 en el extremo
3', de alli el nombre de los
oligonucledtidos. por tal
motivo, este producto
corresponde a todo el gen de
VP7. Al igual que con el gen
4, los resultados del
corrimiento electroforético en
geles de agarosa al 1.5% y
tefiidos con bromuro de etidio
muestiran el fragmento esperado
de 1062 pb (figura 6 carril 4).

Genotipos P

Después de la obtencion del
producto de la primera
amplificacion, el siguiente
objetivo fue utilizar 1 ul de cada
uno de estos productos para
realizar una segunda
amplificacibn con un panel de
oligonucleétidos especificos
para los genotipos P[4], P[6],
P[8], P[9], y P[10] (VP4).

M 1 2 3 4 M

Figura 7: Amplificacion del gen de VP4 por
RT.PCR de cepas de rotavirus. El RNA
genémico fue obtenido de muestras fecales
mediante Trizol. Lineas M, Marcador (100-bp
ladder); 1 a 4, productos de 345 pb (P[8])

M123 456M

483 pb
345 pb

Figura 8: Tipificacion de cepas de rotavirus a
través de RT-PCR a partir de muestras fecales.
Linea M, Marcador (100 pb ladder); a) lineas 1 -3
producto de 345 pb (P[8]) linea 4 - 6 producto de
48 3(P[4]).
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De esta manera, un total de 350 muestras fueron tipificadas con los

oligonucleétidos especificos de VP4. los resultados muestran al genotipo P[8]

como el principal genotipo observado durante el periodo de estudio, ya que del

total de las muestras analizadas, en 338 (96.5%) cepas que presentaron

electroferotipo largo, fue posible detectar una banda de 345 pb que corresponde a

este genotipo (figura 7 y 8). Asimismo, como
se puede observar, en algunas de esas
amplificaciones es posible apreciar la banda
correspondiente a 868 pb de la cual se
realizd la segunda amplificacion de los

genotipos mencionados.

Por otra parte, en los 12 electroferotipos
cortos detectados, los resultados también
muestran la presencia del genotipo P[4] en
todos ellos, donde en 10 (83.4%) cepas
aisladas, este genotipo se presenta de
manera individual (figura 8 carriles 4, 5 y 6),
mientras que las dos cepas restantes (16.6
%) se presentan en coinfeccion con el
genotipo predominante P[8] (figura 9 carril 3

y tabla 1).

M 1 2 3 4

483 pb
345 pb

Figura 9. Tipificacion de cepas de rotavirus a
través de RT-PCR a partir de muestras fecales.
Linea M, Marcador (100- pb ladder); a) lineas 1 -
2 producto de 345 pb (P[8]) linea 3 productos de
345 y 483 pb.



Juan Feo. Contreras Cordero Bases Moleculares de la Respuesta Inmune en una Infeccion Natural por Rotavirus

Tabla 1: Relacion Electroferotipo — Genotipo P en cepas aisladas de infantes
con gastroenteritis

Electroferotipo Frecuencia P[8] Pl4] P[8], P[4]. Total
Largo 338 330 0 8 338
(94%) (2.3%)
Corto 12 0 10 2 12

(83.4%)  (16.6%)

Total 350 330 10 10 350
(942%) (28%) = (2.8%)

Genotipo VP7

Considerando que las cepas con electroferotipos cortos estan relacionados a los
serotipos G2, el siguiente paso fue realizar una tipificacion a partir del producto de
1062 pb que previamente se habia obtenido con los oligonucledtidos especificos
para VP7 (beg9 y end9). Para este propédsito se realizd6 un analisis de PCR
semianidado de las 12 cepas que previamente se identificaron con este
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electroferotipo. Para su
realizacion se utilizaron cuatro
oligonucledtidos  denominados
aBT1, aCT2, aDT4 y aTE3 los
cuales reconocen secuencias en
especificas de las cepas Wa,
DS1, ST3, y Price que
corresponden a los serotipos G1,
G2, G3y G4

Los resultados de los analisis de
las 12 cepas indican la presencia
del serotipo G2. En este caso,

las 12 (100%) cepas con
electroferotipo corto de |la
temporada 1999-2000
amplificaron un fragmento de
652 pb caracteristico del
serotipo G2 (figura 10 ).

Genotipo - SSCP

Después de analizar la
presencia de estos genotipos, y
determinar que en nuestra
region existe de manera
constante el genotipo (P[8]), ¥
que recientemente ocurrié la
introducciéon del genotipo P[4],

como lo demuestra los analisis

1062 pb

652 pb

Figura 10: Tipificacion por RT-PCR de cepas
de rotavirus de Infantes con gastroenteritis.
Lineas: M, marcador (100-pb ladder); 1 a 4,
producto de 652 pb especifico del serotipo G2.

Figura 11: Analisis por SSCP del poducto de RT-
PCR de cepas de rotavirus de Infantes con
gastroenteritis. Lineas 1-4 producto de 345 bases
del genotipos P[8].
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de la temporada 1999-2000, el siguiente paso fue determinar si en estos
genotipos existe polimorfismo a nivel de DNA de cadena simple (SSCP), que nos
permitiera tener un mejor entendimiento del comportamiento molecular de las

cepas de rotavirus.

Los analisis por SSCP ese basan en el hecho de que las moléculas de DNA de
cadena simple bajo condiciones no desnaturalizantes tienen una conformacién
intramolecular unica que varia dependiendo de la secuencia de nucleétidos. En
este sistema el cambio de una sdla base puede causar un cambio conformacional
en la molécula de DNA y este cambio conformacion es suficiente para se
detectado bajo condiciones no desnaturalizantes ya que afecta la movilidad de la
molécula en geles de poliacrilamida. Por lo anterior, y considerando que la
sensibilidad del SSCP esta dada por 1 2 3 4 5 6
el tamafio de la molécula, donde los ' -
fragmentos cercanos a los 500
nucledtidos pueden ser analizados
exitosamente de esta manera, en este
trabajo, nos propusimos utilizar esta
metodologia para determinar si existe
polimorfismo entre los genotipo
aislados.

Para realizar este estudio, un
microlitro de cada uno de los
productos de amplificacion de los
genotipos P obtenidos por RT-PCR se

trataron con  formamida para
desnaturalizar las moléculas de DNA y

se sometieron a una electroforesis en  Figura 12: Analisis por SSCP del producto de
RT-PCR de cepas de rotavirus de Infantes con
gastroenteritis. Lineas 1-6 productos de 483

poliacrilamida al 10 % a 100 volts bases genotipos P[4].

un sistema continuo en geles de

7



