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constantes controlando la temperatura del sistema a menos de 20 grados
centigrados. Ya que para este propésito no se contaba con una camara de

electroforesis con temperatura regulada, se disefio un sistema de reflujo constante

de agua fria manteniendo el sistema en refrigeracién.

Los resultados de estos experimentos muestran una buena separacion de bandas

de DNA de cadena simple y muestran también que las cepas con genotipos P[8]

presentan mayor estabilidad ya que
no se detectd variabilidad entre estos
genotipo. Estos resultados muestran
que en 45 cepas analizadas, se
observd solo un modelo de
migracion, donde todos los cDNA de
cadena simple migraron a la misma
distancia, lo que sugiere que no
presentan diferencias entre la
secuencia de nucledtidos (figura 11).

Sin embargo, cuando este mismo
proceso se realizé para las 12 cepas
de rotavirus que se aislaron con
electroferotipo corto y resultaron
genotipos P[4], se puede apreciar
una diferencia significativa en la
migracion entre los  mismos
genotipos (figura 12), asimismo, a
diferencia de los genotipos P[8] , en

Figura 13: Analisis por SSCP del poducto de RT-
PCR de cepas de rotavirus de Infantes con
gastroenteritis. Lineas 1-2 y 5-8 productos de 483
bases genotipos P[4], lineas 3-4, productos de
345 bases genotipos P[8].

los genotipos P[4], dos diferentes perfiles de migracién bien marcados aparecen

cuando se someten a electroforesis bajo condiciones de SSCP. En la figura 13 se

puede apreciar como las dos cepas que corren en los carriles 7 y 8 migran mas
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lejos que las representadas por los carmles 1, 2, 9 y § donde se muestra
diferencias en migracién. Lo que indica variabilidad entre estos genotipos.

Serotipos

Los resultados abtenidos a través de los estudios de polimorfismo de los genes de
las proteinas de superficie de los rotavirus, indican claramente que existe una
fuerte homogeneidad entre las cepas que circulan en nuestra region,
principalmente de los genotipes P[8]. Por tal motivo, y considerando que las
variaciones genéticas no siempre se reflejan a nivel antigénico en las proteinas de
superficie, el siguiente paso fue estudiar el polimorfismo antigénico para
establecer si la misma estabilidad genética que se presentan en estas cepas
también se caorrelaciona con homogeneidad antigénica. Por lo tanto, para
responder lo anterior, realizamos una caracterizacion de los serotipos G
representados por |a proteina VP7 y los seratipos P representados por la proteina
VP4 de las cepas colectadas, seguida de un analisis de los epitopes presentes en
estas proteinas.

Para determinar el serotipo de las cepas aisladas, se establecid un sistema de
ELISA utilizando anticuerpos monoclonales especificos de serotipo G y P. Ahora
bien, considerando que el electroferotipo predominante fue el denominado
electroferotipo largo, y que fueron pocas las variaciones en migracion de los genes
que cadifican para las proteinas de superficie, se eligieron 341 muestras para la
serotipificacion mediante este sistema de ELISA, las cuales corresponden a las
cepas aisladas hasta 1999, mientras que [as mueslras de la temporada 2000 se
analizaron por el sistema de RT-PCR utilizando oligonucleétidos especificos de
serotipo.
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Aunque los resultados de estos analisis muestran la presencia de los cuatro
serotipos G que son considerados los mas importantes desde el punto de vista
epidemiolégico, se observa la predominancia de los serotipos G1 y G3 (tabla 2),
ya que de 341 cepas analizadas 166 (48.6%) correspondieron al serotipo G1
(46.3%) como cepa infectante y en ocasiones en coinfecciéon con el serotipo G3
(2.3%), mientras que 162 (47.5%) resultaron ser serotipo G3 con 151 (44.3%) de
infecciones individuales y 11 (3.2 %) en coinfeccion con otros serotipos incluyendo
G1, G2 y G4. Estos resultados también muestran solo 2 (0.5% ) cepas que

resultaron ser serotipo G2 (una con electroferotipo corto) y 3 (0.8 %) serotipo G4
tabla 2 y 3).

Tabla 2: Frecuencia de serotipos de rotavirus aislados de infantes con gastroenteritis.
Presencia de serotipos en muestras fecales

Serotipos G
Gl1 G2 G3 G4 ND Total
|_
Frecuencia 166 2 162 3 19 341
(48.6%) (47.5%) (5.5%)
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Tabla 3: Frecuencia de serotipos de rotavirus aislados de infantes con gastroenteritis.
Coinfecciones con predominancia de serotipos G1 y G3

En base al mismo criterio de variabilidad genética, se eligieron 197 muestras para
determinar la variabilidad de serotipos P y de los epitopes presentes en la proteina
VP4. Los resultados de ELISA revelan que 159 (91%) cepas corresponden al
serotipo P1A, Unicamente una cepa reacciond con el anticuerpo especifico de

P1B, mientras que 13 (7%) muestras presentaron reaccién dual con P1A y P1B
(tabla 4).

61



Juan Feo. Contreras Cordero Bases Moleculares de la Respuesia Inmune en una Infeccidn Natural por Rotavirus

Tabla 4: Serotipos P aislados de heces de infantes con una infeccion por rotavirus
Serotipos
P1A P1B P1A,P1B ND Total
Frecuencia 189 1 13 24 197
(91%) (7%) (12.1%)

Estudios adicionales de estas cepas revel6 que las principales combinaciones de
los serotipos en las cepas predominantes correspondieron a G1, P1Ay G3 P1A,
por lo que el serotipo P1A resulté estar presente en la mayoria de las cepas
aisladas independientemente del serotipo G. Estos resultados aumentan el interés
por estudiar esta proteina, con el objetivo de determinar su estabilidad en las

muestras de campo.

Caracterizacion de epitopes

Considerando lo anterior, el siguiente objetivo fue determinar por ELISA los
epitopes presentes en esta proteina (VP4). Para lograr este propésito, se utilizaron
11 anticuerpos monoclonales que reconocen epitopes en la proteina de superficie

VP4, cuatro de ellos relacionadas al serotipos P1A, uno al serotipo P1B, 5§ al
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serotipo P2 y y uno al serotipo P3 que ademas presenta reaccién cruzada con el
serotipo P1A (tabla 5).

Tabla 5:

Anticuerpos monoclonales utilizados para identificar los epitopes
correspondientes en la proteina VP4 de las cepas de estudio

Anticuerpo Serotipo que identifican

1A10, F:45, 2A3, 2G1, P1A
RV:5 P1B
HS6, HS9, HS10,

HS11, ST3 P2
2G1 P3

Los analisis de los resultados obtenidos muestran 9 distintos modelos de
reactividad con cepas que reaccionaron hasta con 3 anticuerpos monoclonales

(tabla 6).
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Tabla 6: Caracterizacion Molecular de la Proteina VP4 de Cepas de Rotavirus
Aisladas de Infantes con Gastroenteritis.

1 11

(3.4%) (.005%) (38.7%) (6.3%)

1 .

No obstante, en concordancia con los resultados de los estudios de polimorfismo
genético, los epitopes relacionados a los serotipos P1A son los que con mayor
frecuencia reaccionaron con las cepas estudiadas, de estos epitopes resaltan
1A10 y F:45 que fueron los epitopes con mayor distribucién, ya que de 173 cepas
analizadas el epitope 1A10 fue posible detectario en 133 (77%) de ellas, mientras
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que el epitope F:45:4 se detectd en 113 (65%) de las cepas aisladas, seguidos de
2A3 con 47 (27%) y 2G1 con 42 (24%) (tabla 7).

Tabla 7: Epitopes presentes en la proteina VP4 de rotavirus aislados de una infeccién
natural
Serotipo Epitope
1A10 2A3 2G1 F45:4 RVS:2 Total
P1A 133 47 42 113 335
(77%) (27%) (24%) (65%) (97.6)
PIB 8 8
(4.6%)
Total 133 47 42 113 8 343

Aunque estos resultados también muestran que la mayoria de las cepas fueron
reconocidas por al menos dos de los anticuerpos monoclonales que detectan los
epitopes predominantes 1A10 y F:45-4, de la totalidad de las 173 cepas, en 74
(42%) de ellas se detecto la presencia de forma conjunta de estos dos epitopes
predominantes donde en 7 de ellas también se encontré reaccion con el
anticuerpo monoclonal que reconoce al serotipo P1B. Estos resultados muestran
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la importancia del epitope 1A10 seguido de F:45-4, los cuales se consolidan como

los principales epitopes de muestras de campo aislados de nuestra region (tabla
8).

Tabla 8: Frecuencia de epitopes en el serotipo P1A de la proteina VP4 de rotavirus
aislado de infantes con infeccion natural

Serotipo Epitope
1A10 F45:4 1A10, F45:4 Total
PI1A 59 39 74 172
(343 %) (22.6 %) (43%)

Respuesta inmune

Para determinar que los epitopes predominantes en la proteina VP4 son los més
importantes para el posible desarrollo y evaluacion de una vacuna contra rotavirus,
el siguiente objetivo fue realizar caracterizacion de la especificidad de la respuesta
inmune de anticuerpos. Para este proposito, se obtuvieron muestras de sangre de
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infantes con rotavirus y se analiz6 la seroconversion de anticuerpos neutralizantes
a través de una prueba de neutralizacion de reduccion de focos infecciosos en

células de rifion de mono MA104.

La primera fase de este estudio
incluyé determinar la seroconversion
de los anticuerpos neutralizantes

presentes en 71 sueros pares. Para

determinar la seroconversion de
anticuerpos se utilizé como referencia

cepas de rotavirus con serotipo dual G "',

y P conocidos. Estas cepas
correspondieron a G1,P1A; G2,P1B,
G3,P1A, y G4,P2A.

Los resultados de estos experimentos
de neutralizacién con los sueros de los
infantes se muestran en las figuras 14
y 15, donde ademas de una
respuesta homotipica, se observé
una seroconversion de anticuerpos
hacia cepas distintas de la cepa
infectante, ya que cuando la cepa
responsable de la infeccion fue
serotipo G1 en 16 (66.6%) de 24
sueros se observaron titulos de
anticuerpos hacia otros serotipos G,
de los cuales 12 (50%) de los sueros
reaccionaron con el serotipo dual
G3,P1A mientras que 4 (17%) de
ellos lo hizo con serotipo G2, P2A.

Figura 14: Titulacion de focos infecciosos
en células MA104 utilizando cepas de
referencia en los procesos de infeccion.
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Figura 15: Neutralizacion de focos infecciosos.
Las células MA104 se infectaron con cepas
conocidas en presencia de suero de infantes
con gastroenteritis
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Por otro lado cuando el serotipo infectante fue G3, de 47 sueros analizados 25
(53%) reaccionaron con el serotipo G1,P1A, mientras que 5 (11%) sueros
reaccionaron con el serotipo G4, P2A lo que indica una marcada respuesta
heterotipica hacia las dos proteinas de superficie (tabla 9).

Tabla 9: Seroconversion de anticuerpos neutralizantes a las cepas Wa, S2, P
y ST3 en suero de infantes infectados con serotipos G1 y G3.

No. de

.-_. - ...' pm

0 4
(17%)

47 3 5
(6%) (11%)

7 3 9
(4%) (13%)
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Un andlisis mas exhaustivo de estos resultados revelaron que la respuesta
homotipica para G1 sélo se dio en 4 (16%) de los sueros probados ya que
reaccionaron unicamente con su cepa homoéloga, mientras que 9 (37.5%) de ellos
reaccionaron ademas de la cepa homéloga, con cepas con serotipo G y P distinto.
De la misma manera, 12 (25.5%) sueros reaccionaron de manera homotipica
Gnicamente para G3, mientras que 23 (54.7%) sueros reaccionaron de manera

conjunta con la cepa homologa y con serotipos distintos a G3 (tabla 10).

Tabla 10: Seroconversion homotipica y heterotipica de anticuerpos neutralizantes a las
cepas Wa, S2, Py ST3 en suero de infantes infectados con serotipos G1 y
G3.
No. de
Serotipp Sueros Wa Price ST3 Wa, P,ST3 Wa, Wa, Wa,
Probad Price 82, Price 82, ND  Total
0s Price ST3 P,
ST3
Gl | 24 4 iz 1 7 1 0 2 0 7 24
‘ 166% 83% 41% 291% 41% B8.3% 29.1%
G3 47 3 12 0 16 1 2 3 1 9 47
63% 25.5% 34% 21% 42% 6.3% 2.1% 19.1%
Total 71 7 14 1 23 2 2 5 1 16 n

98% 197% 14% 323% 28% 28% 170% 14% 225%

Después de mostrar que en los sueros de los infantes existid6 seroconversién de
anticuerpos de forma heterotipica, y considerando que las cepas de referencia
ademas de presentar serotipo G también presentan serotipo P, fue nuestro interés
el determinar hacia cual de los dos proteinas de superficie, ya sea VP4 o VP7 va
dirigida la principal respuesta de los anticuerpos presentes en el suero. Por tal
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motivo, los siguientes experimentos de neutralizacion se realizaron utilizando
cepas de rotavirus rearreglantes producidas en células MA104, por coinfeccién de
cepas de rotavirus de origen humano y animal. De tal manera que para la
realizacion de este experimento se contaba con cepas que expresaban VP7 de
origen Humano con VP4 de origen animal y viceversa.

Cuando analizamos de esta manera la seroconversion especifica a la proteina
VP7, encontramos que de 47 sueros analizados de infantes que fueron infectados
con serotipo G3, 26 (62.5%) de ellos mostraron reactividad para los serotipos
probados. De los anteriores, 21 (44.5%) de ellos, presentaron anticuerpos
especificos a la cepa infectante con serotipo G3, mientras que otros cuatro (8.5%),
neutralizaron cepas tanto de serotipo G1 y G3 y solamente un (2.1%) suero fue
capaz de neutralizar de manera conjunta una cepa con serotipo G2 y oftra con
serotipo G3. Esto puso en evidencia que la respuesta de anticuerpos
neutralizantes fue principalmente homotipica para el serotipo G3 (tabla 11)

Tabla 11: Nuamero de sueros con seroconversion de anticuerpos neutralizantes a
los serotipos G de la proteina de superficie VP7

Serotipo  No. de G1 G3 G1,G3 G2,G3 GL1,G3,G4 Total
Infectante sueros
probados

Gl 24 2 4 7 0 2 15
(83%) (16.6%) (29.1%) (8.3%) (62.5%)

G3 47 0 21 4 1 0 26
(44.5%) (8.5%) (2.1%) (55.6%)

Total 71 2 25 11 1 2 41

(28%) (352%) (154%) (1.4%) (28%) (57.7%)
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Cuandeo analizamos estos mismos sueros para la proteina VP4, encontramos que
38 (80.8%) de ellos reaccionaron a alguno de las cepas probadas, aunque es
importante resaltar que la presencia de anticuerpos fue casi exclusiva para el
serotipo P1A ya que 37 (78.7%) sueros mostraron capacidad neutralizante para
esta proteina (tabla 12) .

Tabla 12: Numero de sueros con seroconversion de anticuerpos neutralizantes a
los serotipos P de la proteina de superficie VP4

fartes ot
 Serotipo PIB Total
0 18
1 38
1 56
(1.4%) (78.8%)

De la misma forma, estos experimentos de neutralizacién mostraron que cuando la
cepa infectante fue serotipo G1, el comportamiento fue similar ya que aunque
existi6 seroconversion tanto a la cepa homéloga G1, como a las cepas con
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serotipo G3 y G4, la principal respuesta de anticuerpos se detecté hacia el
serotipo P1A, ya que de 24 sueros probados 18 (75%) mostraron reactividad
contra aste serotipo (tabla 11 y 12).

Considerando estos resultados y que el pringipal epltope encontrada en las cepas
de estudio con serotipo P1A fue el epitope 1A10, el siguiente experimento
consistio en determinar si este espitope presente en la mayoria de las cepas
aisladas durante el estudio también es el principal epitope inmunodominante,

Para comprobar lo anterior, realizamos un ensayo de ELISA de competencia entre
el suero y anticuerpos meonoclonales anti-epitope VP4, donde €l suero de los
infantes compitid con los anticuerpas monoclonales para neutralizar a las cepas de
rotavirus con serotipo P1A, Para realizar este experimento, Se eligieron 10 sueros
pares, asi como |05 anticuerpos moncgclonales especificos del epitope 1A10 (el
cual se detectd con mayor frecuencia entre las cepas analizadas), RV5:2 (que
detecta al epitope presente en el serotipo P1B), HS6 (para detectar el epitope
presente en el serotipo P2) y 1E4 (que se ha detectado de manera dual en cepas
con serotipe P1Ay P2).

Los resultados de estos experimentos muestran que los anticuerpos presentes en
los sueros de los infantes infectados predominan aquellos que son especificos
para el epitope 1A10, ya que en el 100% de los sueros probados fue posible
demestrar competencia entre el suero y las anticuerpos monoclonales (tabla 13).
Esta competencia fue positiva al obtener una absorbancia menor de 0.2 a 405
nanémetros en el lector de ELISA, inclusive en dos cepas con reactividad dual
P1A, P1B. Estos resuttados apoyan fuertemente a la proteina VP4 como la mas
importante en generar una respuesta de anticuerpos neutralizantes y a 1A10 como
el epitope inmunodominante entre las cepas probadas, ya que ademas de la
estabilidad antigénica de esta epitope en la proteina y la estabilidad genética
determinada por los experimentos de SSCP, indican que esta proteina puede ser
un fuerte candidato para la elaboracién de una vacuna contra rotavirus.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Uno de los principales problemas a los gue se enfrenta la eficiencia de una vacuna
a largo plazo contra rotavirus, lo constituye la falta de estabilidad antigénica del
agente biolégico que se requiere controlar. En este sentido, existen muchas
evidencias de que los virus son agentes infecciosos que pasan por mutaciones o
rearreglos genomicos de tal forma que las variedades pueden no persistir en el
tiempo y por lo tanto, los cambios que se generan en una cepa silvestre pueden
ocasionar la falla de una vacuna en proteger contra la enfermedad que producen
(Trabelsi et al., 2000; Unicomb et al., 1999; Offit et al., 1986; Ciarlet et al., 1997).

Por tal motivo, el objetivo general de esta investigacion, se enfocé principalmente
en establecer las caracteristicas genéticas y antigénicas de las cepas de rotavirus
que circulan en nuestra regian, y carrelacionar las cepas encontradas con la
respuesta de anticuerpos neutralizantgs, con el objetivo de establecer las bases
moleculares de la respuesta inmune ante una infeccion natural por los rotavirus.

La primera fase del estudio, consistio en analizar los madelos electrofaréticas de
los genes congnatos de las cepas aisladas. Aunque existen muchaos reportes
alrededor del mundo donde se establece que durante un brote epidemico se
pueden encontrar diferentes modelos de migracion en sistemas continugs de
electrofaresis (Beards et al., 1982; Ghosh et al. 1989; Himagawa et al., 1993), en
el presente trabajo, encontramos tres distintos modelos de comportamiento. Antes
de la temporada 1998-1999, los modelos de migracién se presentaron con una
gran estabilidad (figura 3). Sin embargo, durante los dos brotgs consecutivos
registrados en el perioda 1998-2000, se pudo detectar ocho diferentes modelos
electroforéticos con diferencias en migracidn de casi |la totalidad de los genes
cognato. Es de resaltar que a diferencia de los aislados que se registraron antes
de la temporada 1999-2000, en esta ocasion circulé en nuestra region el
electroferatipo corto, situacion que no se habia presentado en los Gltimos afios ya
que en los registros de los aislados de rotavirus en el area metropolitana de
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Monterrey, N.L. que datan desde 1991, sdlo habiamos encontrado una cepa con
estas caracteristicas en el afo de 1993 (Contreras et al., 1995).

Aungue la introduccion de una nueva variedad de rotavirus entre la poblacion
susceptible representa per se una gran importancia epidemiologica, el enfoque de
este primer andlisis estuvo dirigido en estudiar (a variabilidad genética de las
cepas aisladas y establecer una correlacidn con la variabilidad antigénica de esas
mismas cepas. Por tal motivo el estudio se enfocd principalmente en los genes
responsables de la antigenicidad de los rotavirus. Estudios en muchas regiones
han demostrado que estos genes correspanden al segmento 4 que codifica para la
proteina VP4 y a los segmentos 7, 8, 0 9 que dependiendo de la cepa viral,
codifica para la proteina VP7, aunque en la mayoria de los casos esta
responsabilidad recae en el segmento 9 (Gault et al., 1999; Estes et al., 1996;

lturriza-Gdmara et al., 2001).

Los datos presentados en este estudio indican una mayor variabilidad en la
migracion electroforética de los genes de VP7 que para VP4, estos resultados
concuerdan con los encontrados en nuestra regidn en estudios previos (Cantreras
et al., 1995), Sin embargo, en el presente estudio, nosotros encontramos por vez
primera variabilidad en la migracion del segmento 4 indicando la presencia de
nuevas variedades genéticas (figura 3). Por tal motivo, para realizar una
investigacidon mas exhaustiva, fue nuestro interés determinar los genotipos de las
cepas con estos diferentes modelos de migracidn y ampliar estos estudios para
determinar si estas variabilidades en migraciéon estaban relacionadas a cambios
genotipicos y/o intragenotipicos.

En este sentido, nuestros resultados también estdn acordes a las muchas
evidencias experimentales que existen de la relaciéon entre los electroferotipos
largos con el genotipo P[8], asi como los electroferotipos cortos ¢con el genotipo P4
(Flores et al., 1986; Gorziglia et al., 1988), ya que en esta investigacion siempre se

dio esta relacion cuando analizamos los diferentes electroferotipos. Sin embargo,

74



Juan Feo. Contreras Cordero Basex Moleculares de la Respuesia inmame en una lnfeccion Nateral por Rolavires

un dato valioso que aporta este trabajo es el encontrado en lgs estudios por SSCP
para detectar las variedades intratipicas de los genotipos y establecer el grado de
variabilidad a este nive! entre las cepas que circulan en nuestra region. Aunque
existe reportes del polimorfismo intragenotipico en diferentes cepas virales
(Mayrand et al., 2000; Emeny et al., 1999; Wang et al., 1998), este es el primer
reporte de la variacion intragenotipica en genotipos P4 de los rotavirus. Cuando
analizamos de esta manera tanto los genotipos P[8] como P4, encontramos
variabilidad en {a migracidn del DNA de una cadena, sélo de los genotipo P4,
mientras que los genatipos P{8] permanecieron completamente estables. Aunque
estos resultados hacen evidente que gs necesano realizar mas ostudios genéticos
con el genotipo P4, también indican una fuerte estabilidad entre los genotipo P[3)
{os cuales son los predominantes en la mayor parte del mundo incluyendo nuestra
region (Gentsch et al.,, 1992; Gentsch et al., 1996 Fischer et al., 2000) y por su
propia estabilidad, se conviertan en fuertes candidatas para incluir cepas de esta
naturaleza en la elaboracion de una vacuna contra rotavirus. Asimisma, aungue
existen datos de variedades intragenotipicas en cepas virales distintas a rotavirus,
esta es |la primera ocasion que se registra por andlisis de SSCP estabilidad en los
genotipos P[8] y fuerte variabilidad entre los genotipos P4.

A la par de los andlisis geneticos, en este estudio también se realizd una
caracterizacion antigénica de las cepas aisfadas. Considerandg que los serotipos
G que mas prevalecen entre las diferentes poblaciones del mundo son los
serotipos G1 al G4 (Steele et al,, 1995; Fruhwirth et al., 2000), se puede decir que
nuestra regién se encuentra dentra de este contexta, ya que los serotipos que
prevalecieron durante todo el estudio fueron serctipos G1, y G3. Sin embargo, es
importante mencionar que aunque el serotipo G2 es uno de ios serglipos que junto
con G1, G3 y G4 se aislan con mas frecuencia en infantes con gastroenteritis
(Hussein et al., 1993; Adah et al., 2001), en |la temporada 1999-2000, aparecio
este serotipo G2 en el 18% de las cepas analizadas. Por lo que se recomienda
refarzar las medidas de vigilancia para determinar la importancia de este serotipo
en futuras brotes epidémicos.

75



Juan Feo. Contreras Cordero Bases Moleculares de lu Respaesia Inmune em wia infeccion Natwral por Rotavirus

Por su parte, ya que el gen quée codifica para la proteina de superficie VP4 se
segrega de manera independiente y al igual que VP7 es capaz de inducir una
buena respuesta de anticuerpos neutralizantes, el siguiente objetiva en la
caracterizacion antigenica fue el determinar ta reactividad de esta proteina con un
conjunto de anticuerpos monoclonales. En este estudio, encontramos ocho
distintos modelos de reactividad, incluyendo cepas que reaccionaron con tres
anticuerpos monoclonales. Asimismo, observamos que siete cepas reaccionaron
de forma dual con el anticuerpo 1A10 (gue reconoce al serotipo P1A) y RV:5
{anticuerpa que reconoce P1B) y otras seis cepas reaccionaron a su vez con el
anticuerpo F.45 (que reconoce a P1A) y con RV:5, 1o que refuerza los datos
documentadaos en otros estudios que indican la dificultad de utilizar los anticuerpos
monoclonales de VP4 para identificar los serotipos (Coulson et al., 1993; Unicomb
et al., 1999). Sin embargo, considerando que los anticuerpos 1A10 y F45
reaccianan con el seratipo P1A y que el genolipa P[8], son los predominantes en
este estudio, se puede decir que al mencos en nuestra regidn, las cepas vacunales
que se produzcan para controlar la gastroenteritis por rotavirus deberian contar
con uno de estos epitopes para garantizar una buena proteccion entre los infantes,

En este sentido, para evaluar si los epitopes anteriores son importantes en inducir
una respuesta de anticuerpos neutralizantes, nosotros obtuvimos muestras de
sangre de infantes con una infeccion por rotavirus y analizamos la seroconversion
de anticuerpos neutralizantes a traves de una prueba de neutralizacion de
reduccidn de focos infecciosos. Asimismo, analizamos también esta respuesta de
anticuerpos en los infantes infectados, con el objetivo de observar que proteina es
la mas importante desde el punto de vista inmunoldgico y si los anticuerpos que se
generan contra esta prateina van dirigidos principalmente contra los referidos
epitopes.

Considerando que los principales serotipos G que encontramos en la cepa de

estudio fueron G1 y G3 en combinacion con el serotipo P1A, cbservamos que
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tanto las cepas infecciosas con seratipa G1 y G3 fueron capaces de inducir una
respuesta heteratipica, a uno o mas serotipos, aunque el principal modelo
observado fue que cepas con serotipo G1 evocaron respuesta de anticuerpos
neutralizantes contra G3 y viceversa. Por su parte, |a principal respuesta de
anticuerpos observada contra la proteina VP4 fue predominantemente hometipica

para los serotipos P.

Ya que los resultados de estudios previos no han dejado claro cual de las dos
proteinas de superficie son las mas inmunodominantes (Clark et al., 1980; Ward et
al., 1988), el siguiente paso fue analizar la respuesta de anticuerpos contra VP4 y
comparar esta respuesta con la obtenida para VP7.

A diferencia de |a respuesta heterctipica de VP7, en este estudio encontramos que
VP4 induce preferentemente una respuesta hometipica, ya que el 77% de los
infantes seroconvirtieron a VP4 P1A mientras que sdlo el 7% seroconvirtieron a
P1B. No obstante, es impartante considerar que el serotipo P1A se encuentra
presente en las cepas de rotavirus con serotipo G1, G3 o G4 por lo que este tipo
de seroconversion puede neutralizar cepas con estas caracteristicas serotipicas y
asi, esta regpuesta homotipica podria ser de gran relevancia en la proteccion
contra tres de los serotipos G mas importantes desde el punto de vista
epidemiolagico.

Para entender mejor la naturaleza de esta respuesta de anticuerpos hacia VP4 y
ver el papel que juegan los epitopes predaminantes entre las cepas que causaron
la infeccién, el siguiente paso fue estudiar la respuesta de anticuerpos
neutralizantes pero ahora mediante una prueba de ELISA de competencia contra
los epitopes que previamente identificamos sobre los serotipos Gy P.

En acuerdo con estudios previos, nosotros también cbservamos una buena

correlacion entre la tecnica de neutralizacion de faocos infecciosos y la prueba de
ELISA de competencia, ya que |0s resultados fueron muy similares entre ambas
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pruebas (Matson et al.,, 1992). En este caso el epitope que fue reconocido en
mayor magnitud por el suero de infantes infectados con G1 y G3 fue el epitope
4F8 el cual es un epitope presente en los serotipos G3. La posible explicacion de
la competencia del suero de infantes infectados con G1 es que este virus pudo
haber inducido una respuesta heterotipica contra G3 de acuerdo a los datos
presentados en la tabla 9 y a los estudios desarrolfados por otros investigadores
(Green et al., 1990).

Por su parte, considerando a VP4 los dos epitopes mas frecuentemente
recanocidos fueron 1A10 y 1E4 donde 1A10 se ha encontrado a ser especifico
para P1A y el 1E4 se puede localizar en cepas con serotipo P1A y P2A por |0 que
es considerado que puede induicir una respuesta heterotipica. Sin embargo, en el
presente estudio los sueros de nifios que respondieron a 1E4 no pudieron
neutralizar a |a cepa ST3 (P2A), por lo que |a competencia de este suero pudo ser
debido a las cepas con seratipo P1A que se caracterizan por llevar este epitope y

por lo tanto la respuesta fue del tipe homdtipica

Aunque en este trabajo se encontro que los infantes infectados desarrollaron una
respuesta tanto homotipica como heterotipica, se puede apreciar que la proteina
de interés puede ser VP4 en virtud de que la respuesta predominante, aunque es
de naturaleza homotipica, neutraliza tres de las principales cepas que circulan
entre la poblacion infantil.

En resumen, los estudios desarrollados para determinar los epitopes
predominantes indican a 1A10 y 1E4 como los mas importantes. Asimismao,
consideranda tambieén los resultados del presente trabajo con respecto a la
estabilidad del genatipo P8 el cual esta relacionado al serotipo P1A, y de que ta
respuesta inmunoldgica va dingida contra estos dos epitopes Que con mayor
frecuencia fueron detectados, la estrategia para mejorar una vacuna antirotavirus
debera ser dirigida a incrementar su potencial de proteccidon al desarrollarla con

virus rearreglantes que expresen en su superficie este serotipo. Si ademds, se
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incluyen cepas rearreglantes con los serotipos que estan cobrando importancia
epidemioldgica entre |a poblacion abierta, se aumentarian las expectativas de
proteccién entre la poblacion infantil.

En conclusién, y para estar en concordancia en una vacuna tetravalente, uno de
los virus rearreglantes debera expresar en su superficie el serotipo P1A, de esta
manera la respuesta inmune inducida podra neutralizar a las cepas de rotavirus
con los serotipo G1, G3 y G4. Ofra cepa debera expresar al serotipo G2 (el cual
esta relacionado al genotipo P4 detectado en este estudio) y dos cepas mas con el
serotipo G8 y G9 respectivamente que Ultimamente han ganado impartancia
epidemioldgica {Cunliffe et al., 2001; O’Halloran et al., 2000; Palombo et al., 2000;
Santos et al., 1998), lo anterior, en lugar de la vacuna tetravalente preparada
contra los serotipos G1 al G4, que aunque fue retirada por efectos secundarios de
tipo intusecepcidn, la proteccidn estaba limitada a estos serotipas, por lo que un
nuevo disefio con los serotipos mencionadas aumentaria considerablemente las
expectativas de exito en la proteccion de un mayor nimero de infantes alrededor
del mundo.
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