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RESUMEN

Las infecciones por rotavirus en infantes mendee$ afios es un problema de salud
publica. Algunos estudios demuestran que el gemdBp se ha esparcido a nivel mundial
desplazando los genotipos tradicionales G1-G4. &gtacion parece ser comun en aquellos
paises ubicados en zonas tropicales. El presettdi@snuestra la prevalencia del genotipo
G9 en muestras colectadas en un hospital urbaria sierra del Ecuador. Un total de 74
muestras fueron estudiadas, el 39.2% fueron pasi{para rotavirus durante noviembre 2005
y febrero 2006. El serotipo P8-G9 estuvo presentel 6% de las muestras, mientras que la
prevalencia de cepas tradicionales fueron detextadael 7.2% y el 16.8% % restante

corresponde a posibles co-infecciones.
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ABSTRACT

Infant rotavirus infections under 5 years old asedous public health problem. There
are some studies that show that G9 genotype has d@ead all over the world replacing
common genotypes G1-G4. This situation seems tivelgeient in those countries located at
tropical regions. The present study shows the eemeryof genotype G9 in samples collected
in an urban hospital at the highlands of EcuadaiotAl of 74 samples were studied, 39.2% of
which were rotavirus positive from november 2005f@bruary 2006. Serotype P8-G9 was
present in 76% of the samples, while the classiesdtypes were detected in 7.2% and 16.8%

was represented by possible co-infections
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1. INTRODUCCION

1.1. Rotavirus

1.1.1. Familia Reoviridae

El rotavirus pertenece a la familia Reoviridae,claal presenta una morfologia y
propiedades fisicas comunes como: el tamafio de pasgiculas virales miden
aproximadamente de 65 a 75 nm de diametro (Figunao$ee una estructura icosaédrica con
3 capas proteicas que forman una capside complestes capas se denominan capa externa,
intermedia e interna, respectivamente. Ademas pod@@eptémeros que se extienden A20
a partir de la superficie lisa de la capa externda Eamilia contiene la ARN Polimerasa
dependiente de ARN y otras enzimas que producemdnscriptos de ARN con “casquete de
adenina”. Adicionalmente el genoma de esta famtiatiene 11 segmentos de ARN de doble
cadena (dsARN). Todos los géneros de esta fanuhacapaces de producir recombinacion
genética y la replicacion del mismo ocurre en ®ptasma de las células infectadas. Para
cultivar los géneros de la familia Reoviridae esesario un tratamiento proteolitico de
enzimas que potencia la capacidad de infeccioroslevifus mediante la destruccion de la
capside externa polipeptidica. Los virus demuestraa Unica via morfogenética. Esto
significa que las particulas virales se forman e un encapsulamientollamiento en el
reticulo endoplasméatico mientras que estas soratibe mediante lisis celular (Kapikia et al.

1996).

1.1.2. Estructura, Morfologia y Morfogénesis del Btavirus
Las particulas completas miden 70 nm aproximadandtgtas poseen una capside

icosaédrica distintiva, compuesta por una capanatg una intermedia que a su vez estan



constituidas por proteinas estructurales. Haciaterior de estas capas se encuentra una
tercera, donde permanece el nucleo del virus, @&l esta compuesto por 11 segmentos de

ARN de doble cadena (Merry et al. 1996).

Las particulas rotavirales que no poseen la camana miden aproximadamente 55
nm de didmetro y poseen una superficie rugosa debiglie los capsdmeros triméricos de la
membrana interna se proyectan hacia la perifeligufos autores han descrito la existencia
de 132 capsdémeros arreglados simétricamente. Tarhbié@ demostrado que la capa externa
contiene pequefios huecos que corresponden a lpsctiess extremos distales de los
capsoOmeros triméricos de la membrana interna (Maray. 1996). Estudios mas recientes han
corroborado y establecido una superficie icosaadcimn 13 aristas y la presencia de 132
canales que unen la superficie externa con el atoterno. Ciento veinte canales estan a lo
largo de los 6 centros del icosaedro y 12 canaledaago de los otros 5 centros (Gentsch, et

al. 2005), (Figura 2).

La capside tiene una apariencia hexagonal y papeeximadamente 37 nm de
diametro. Los 11 segmentos de doble cadena de ARMNiaan tanto proteinas estructurales
(VP) como no estructurales (NSP)

El género del rotavirus se diferencia de los degéeros de la familiReoviridaepor
poseer 3 particulas distintivas, VP4, VP6 y VP7e gertenecen a la parte superficial de la

capa externa tal como lo muestra la Figura 2.



1.1.3. Estructura Genomica del Rotavirus

El genoma del rotavirus contiene 11 segmentos deedcadena de ARN, su peso
molecular puede variar de 2xX1d2.2x10 daltons equivalentes a 0.6 - 3.3 pares de kilasbase
Los 11 segmentos de ARN se clasifican dentro deigog basados en su longitud y analisis
de secuencia. La distribucion de los 11 segmensosambién evidente en el orden de
migracion de la electroforesis de poliacrilamidadide ARNsas (Figura 3). Para el serogrupo
A de los rotavirus hay 4 segmentos largos, 2 setpaenedianos, 3 segmentos pequefios y 2
aun mas pequefios. Este patron contrasta con lariaaglos reovirus los cuales contienen 3
grupos principales (Merry et al. 1996).

La Tabla 2 resume las propiedades de cada segmem &N de una cepa de rotavirus
humana. Las secuencias de las diferentes cepasad@us presentan caracteristicas generales
acerca de su estructura. Cada segmento de ARN znpi® extremo 5’ guanilato seguido
por un set de secuencias conservadas que sondealds series no codificantes del extremo
5'. Adicionalmente cada segmento posee una se@decmarco de lectura abierto (ORF) y
su respectivo codon de paro de transcripcion. Smiemtra también otro segmento no
codificante que contiene un subset de terminaleoBservados. Cada segmento finaliza con
el extremo terminal 3’ de citidina. La longitud ths secuencias no codificantes de los
extremos 3’y 5 pueden variar de acuerdo a ca&ta gn este caso particular no hay sefal de
poliadenilacion (Kapikian et al. 1996).

Algunos estudios demuestran que todos los genesignacistronicos con excepcion de
los genes 9 y 11 (Sardi et al. 200Byicionalmente, la Tabla 3 y la Figura 2 muestras |

proteinas codificadas por cada uno de los 11 saetgsiesu localizacion, su tamafio y funcion.



La nomenclatura de las proteinas virales fue dedigna partir de la cepa SA1ll
determinando las siglas VP como simbolo de lasepras estructurales seguidas por un
numero que se refiere al peso molecular de cadaipeao Un analisis de los 11 segmentos
codificantes establecié que hay 6 proteinas estiales y 5 no estructurales. Los segmentos
de ARN 1, 2 o 3 del rotavirus codifican las prossimstructurales del nucleo y del sub-nucleo
designadas como VP1, VP2 o VP3, mientras que eheetp 6 codifica para la proteina
interna de la capside VP6. Los segmentos 4 y Yicadipara las proteinas de la membrana
externa de la capside VP4 y VP7 respectivameriteptao lo muestra la Figura 2.

La proteina VP4 es multifuncional gracias a queresponsable de la actividad de
hemoaglutinacién lo cual fue confirmado por uruést que utilizé anticuerpos monoclonales
anti-VP4. Adicionalmente juega un rol importante lanvirulencia e induce anticuerpos
neutralizantes, los anticuerpos que protegen sthéutador del rotavirus. Se piensa también
gue es la responsable del anclaje del virus délldac La denaturacion proteolitica de VP4,
genera las proteinas VP5 y VP8 que estan directamienolucradas en el grado de
inefectividad viral. Esta proteina esta presentéaemembrana externa eeries de 60 picos
cortos, aproximadamente de entre 10 y 12 nm deti@hd-a proteina VP4 no es glucosilada
y tiene un peso molecular de 88000 y constituyke.% de la proteina del viridgiiKapikian
1996), (Figura 4).

La proteina VP7 es glucosilada y es la que preseatgres rangos de neutralizacion
antigénica detectados por suero hiper-inmune. Adaimente ha servido como base para la
identificacion de los serotipos rotavirales. Suopesolecular es de 34000 daltons y esta
localizada en la capa externa de la capside formand superficie lisa la cual constituye un

30% de la proteina del virién. Este hecho la ctngien la segunda proteina mas abundante



del rotavirus asi como también en el mayor conadiite de la capside (Figura 4). Esta
proteina es codificada por los segmentos 7, 8 epgrtliendo de la cepa de rotavirus. Se han
descrito 14 serotipos distintos para la protein®@ W&l grupo A. La secuencia de aminoacidos
de la proteina VP7 pertenecientes a los 14 sesotipcsido deducida a partir de la secuencia
de nucleodtidos del gen VP7. La Figura 4, por d&ido, muestra que existen 9 regiones
lineales de aminoéacidos de la secuencia de VP 8@ualtamente divergentes.

Existen 5 proteinas no estructurales (NS) codifisggor los segmentos 5,7,8,10 y 11,
gue han sido nombradas de acuerdo a sus pesosulaodsc Estas proteinas, fueron
encontradas en células infectadas. Los nhombrestde proteinas son: NS53 , NS35, NS34 ,

NS28 y NSS26.

1.1.4. Clasificacién Seroldgica del Rotavirus

Los rotavirus son clasificados serolégicamente amddi un esquema que establece
varios serogrupos y multiples serotipos, dentrocdéa serogrupo. Los serotipos de cada
serogrupo comparten reacciones antigénicas cruzpason detectadas por distintas pruebas
serolégicas como la inmunofluorecencia, enzymeelinknmunosorbent assay (ELISA) y
microscopia electronica inmunolégica (IEM).

Los rotavirus comprenden 6 serogrupos distintobdsta F). Los serogrupos A, By C
son frecuentemente encontrados en humanos y asimadatras que los virus de los grupos
D, E y F han sido encontrados Unicamente en aesnhbs virus de cada grupo son capaces
de recombinarse e intercambiar segmentos genérp@msesta re-arreglos no ocurren entre

los virus de diferentes grupos. Los determinantesgénicos o antigenos comunes, son



encontrados en la mayoria de las proteinas estales y probablemente en las no
estructurales (Merry et al. 1996).

Se ha establecido que los rotavirus del grupo A, causa de diarrea en infantes,
mientras que los rotavirus del grupo B han sidaiasos con epidemias anuales de diarreas
severas principalmente con adultos en China. Ltaviras del grupo C, han sido reportados
esporadicamente en muestras fecales de nifios aoealien distintos picos epidemiologicos
(Campos et al. 2005).

Dentro de cada serogrupo, los rotavirus son otasiis en distintos serotipos
definidos por la reactividad del virus en reduccd® placa (fluorescent foci production) y
ensayos de neutralizacion con sueros hiper-inmuBss ensayos han identificado 14
serotipos para la glucoproteina de superficie dedpa externa VP7 y 19 para VPA4.
Adicionalmente se han definido epitopos especiftqus G para VP7 y epitopos especificos
tipo P para VP4. Es por eso que la clasificaciorodeserotipos de rotavirus se la realiza
mediante un sistema binario usando la combinaadosiepitopos tipo P y G de las proteinas

VP4 y VP7 respectivamente (Kapikian et al. 1996).

1.2.Ciclo de Replicacion del Rotavirus

1.2.1. Absorcién, Penetracion y Desmembramiento

Los mecanismos iniciales del ciclo del rotavirus s han definido por completo.
Algunos investigadores sostienen que es posible €ueanclaje del rotavirus ocurra
inicialmente por la interaccion con los receptaspecificos para acido sialico, seguido por
una segunda interaccion paralela y cambios confianales de las proteinas virales de

anclaje. Después del anclaje, la particula vieaingernaliza en células activas, alrededor de



60 a 90 minutos después. El mecanismo de inteat#diz no se ha descrito adn. Los ultimos
estudios han sugerido que la entrada del rotavikmisre por endocitosis mediada por
receptores y que las particulas entrantes sonai@gidte transportadas a los lisosomas; se
sugiriere que el desmembramiento puede ser efectasdencimas lisosomicas (Merry et al.

1996).

1.2.2. Transcripcion y Replicacion

La sintesis de transcriptos virales es mediaddg&RN polimerasa dependiente de
ARN enddgena, componente del viribn. Se presumdaguparticulas rotavirales contienen la
misma actividad enzimatica de los reovirus lo quduiye la transcriptasa, una fosfohidrolasa
guanidil transferasa y dos metilasas. La transidnipde rotavirus requiere ATP hidrolisable
para la polimerizacion. Esta molécula puede sedaugara la inicializacién o elongacién de

las moléculas de ARN en el citoplasma cel(iapikian et al. 1996).

1.2.3. Ensamblaje

Una caracteristica distintiva de la morfogénesis rd&avirus es que las particulas
virales que se ensamblan en los viroplasmas c#op@tcos se encapsulan a través de la
membrana del reticulo endoplasmético (ER por sylassen inglés) y las particulas maduras
son, en consecuencia envueltas en el ER hasta qqueemplazada por una fina capa de
proteina que posteriormente formara la capsiderrextele donde saldran particulas virales
completas. Es importante recalcar que no todos viosnes pueden acceder a este
encapsulamiento por lo que algunos de ellos saldré® 2 capas en su capside. La mayoria de

las proteinas estructurales y no estructurales siotetizadas en ribosomas libres. Las



proteinas VP7 y NSP4 son sintetizadas en ribos@sasiados con la membrana del reticulo
endoplasmatico las mismas que son insertadas emetabrana del organelo debido a la

secuencia de aminoacidos en sus extremos de aenmmal(Kapikian et al. 1996).

1.2.4. Liberacion del Virus

La microscopia electronica demuestra que el ciebrdtavirus termina cuando la
progenie del virus es liberada por el hospedadadiange lisis celular. Se ha observado
citolisis extensiva durante la infeccion y alteoaas drasticas en la permeabilidad del plasma
de membrana de células infectadas. Se ha obsetaadnén que a pesar de la lisis celular
guedan particulas virales asociadas con restotamsusugiriendo que las particulas virales
interactlan con estructuras celulares (Estes, £086).

A nivel general se necesitan requisitos basicoa |zareplicacion del rotavirus. Estos
requisitos se han formado en base a estudios ¢wosukcon células de rifion de monos
(Kapikian et al. 1996):

1. El cultivo de la mayoria de cepas de rotavirus ierguproteasas exdégenas en
el medio de cultivo. Lo que asegura la activaciénalinfectividad viral por
denaturacion de la proteina VP4 de la capsiderexter

2. Lareplicacion es totalmente citoplasmética

3. La células no contienen enzimas que replican dsARNIo tanto los virus
deben proveer las enzimas necesarias.

4. La funcién de los transcritos es producir proteipaervir como plantilla para
la produccion de cadenas de ARN de sentido negdtina vez que (-) ARN

ha sido polimerizado permanece como complementa cedena (+)



5. Los segmentos de dsARN son formados conjuntamesrielas particulas
virales por lo que moléculas (-) ARN o ssARN numsten encontradas en
células infectadas

6. Las particulas subvirales forman asociacion con Jiogplasmas y estas
particulas maduran mediante el encapsulamientavad de la membrana del
reticulo endoplasmatico. En este proceso las pé&ticvirales adquieren su
capa externa de la capside.

7. Lalisis celular libera particulas virales.

1.3. Efectos en las Células del Hospedador

Los rotavirus poseen una capacidad limitada desimup en el tejido del hospedador.
En la mayoria de los casos solo infectan el epitedilloso del intestino delgado. El virus
generalmente demuestra una restriccion sustana@h tel hospedador, y las infecciones
sintomaticas son usualmente restringidas a lositesade cada especie. Se cree que la diarrea
es el resultado de una infeccion virica. En célyasmisivas el efecto citopatico es
generalmente evidente mientras que la muerte cedglgrecedida por la inactivacion del
ARN, ADN vy sintesis proteica del hospedador. Esbabte que la muerte celular sea el
resultado de la funcién de los genes virales sobrarget especifico que superan a los efectos
acumulativos sobre el metabolismo del hospedaderriMet al. 1996).

Los Rotavirus tienen la posibilidad de estableogzdciones persistentes en cultivos
celulares y en ratones, combinadas con el sinddemiemunodeficiencia severa (SCID) que

normalmente son controladas por mecanismos inmgitol® (Campos et al. 2005)
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La eliminacién o liberacién prolongada de rotavigusel esparcimiento ocasional
extraintestinal en nifios inmunosuprimidos indicaie ¢a inmunidad mediada por células es
importante para limitar las infecciones (Merry etl896).

Se han realizado estudios infectando células husnatestinales polarizadas (CaCO-
2) las cuales han sido infectadas asimétricameeseled las membranas apicales o vaso
laterales. Por lo que se han identificado lesi@mel mucosa del yeyuno de infantes y nifios
hospitalizados con infecciones por rotavirus, naw&to infiltracion de células vellosas
mononucleares atrofiadas en la lamina propia, uleic endoplasmicos distendidos,
ensanchamiento mitocondrial y micro vellosidadgular. Se han observado particulas virales
en reticulos endoplasmicos dilatados y en lisosodescélulas epiteliales columnares y
particulas virales en fagocitos de la lamina propdicionalmente se ha detectado absorciéon
de D-xylosa asi como también funcion motora gastiestinal anormal como consecuencia
del retraso del vaciado de liquido. Algunos paegitan mostrado bajo niveles de disacéaridos
(Kapikian, et al. 1996).

El periodo de incubacion es de 1 a 4 dias. Desgeds replicacion virica en las
células epiteliales intestinales se produce unrouiaitial agudo con vémitos que a veces son
en proyectil y diarrea. Al repicarse, los virugida los mecanismos de transporte del intestino
y la pérdida de agua, sal y glucosa (Figura 5).déhslas infectadas se destruyen, pero no hay
infecciones ni hemorragias. En las heces aparecelorero enorme de particulas viricas
(10'%-10"/g). Por razones desconocidas son muy frecuentessilstomas respiratorios
(Kapikian, et al. 1996).

Los rotavirus son parasitos bien adaptados al medéstinal. Es por eso que la

ingestion de tan solo 10 particulas puede cau$eccidn y generar una diarrea cargada con
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enormes cantidades de particulas infecciosas. slaidtatacion es rapida en los lactantes y la
reposicion de liquidos y sal por via oral o intrea®a puede salvar la vida del pacigMans
et al. 2000).

Las infecciones por rotavirus son frecuentes eapaente en nifios menores de 2 afios
y en los meses mas frios del afio. Los anticuelpaspresentes en el calostro protegen
durante los primeros meses de vida. De cuando andouse producen epidemias en las
guarderias. Los nifios mayores, son menos senstblegue casi todos han desarrollado
anticuerpos, pero incluso en adultos se producetdiones ocasionalmente (Campos et al.

2005).

1.4. Transmision

Los rotavirus son transmitidos por via fecal oaalhque algunos autores especulan que
algunos rotavirus pueden ser transmitidos por ggpiratoria gracias a 3 factores: (1) la
adquisicion rapida de anticuerpos contra rotavenidos primeros afios de vida en todos los
extractos sociales. (2) Picos de infecciones laegdss que el esparcimiento fecal no pudo ser
documentado y (3) la frecuencia de molestias rapias en pacientes con gastroenteritis por
rotavirus. Adicionalmente se han reportado la dédecde rotavirus en el tracto respiratorio
superior (Ramig 20055in embargo la predominancia de otros factoreeseigue éste no es
un modo usual de transmision.

Desafortunadamente la fuente de infeccion de niigs normalmente no estan en
contacto con otros infantes con gastroenteritishacosido reportada. Es probable que las
infecciones sean adquiridas por personas o faeslimnayores que contienen infecciones

asintomaticas (Campos et al. 2005).
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Se piensa que la resistencia a la activacion figeaos en los que el niumero de
particulas virales son grandes) puede contriblarteansmision del rotavirus humano (Ramig
2005) Otras investigaciones sugieren que la contaminaammdbiental puede ser una fuente de
infeccion asi como la persistencia del rotavirus determinadas salas de maternidades y la
alta frecuencia de infecciones nosocomiales paviats en los hospitales (Campos et al.
2005).

A pesar de que la transmision entre especies t@istines un evento raro; algunos
autores especulan sobre el rol de los animales dasmde de infeccion de rotavirus. Esta
afirmacion se basa en las siguientes observaci¢hesiertas cepas de rotavirus de animales
presentan reacciones cruzadas con cepas de retalerlhumanos y (2) ciertas cepas de
rotavirus de animales pueden infectar humanos K&apet al. 1996).

Algunas medidas importantes para evitar el espé&nitmy la infeccion del rotavirus
son la desinfeccion del material contaminado yrigtathigiene de las manos, especialmente

en hospitales o maternidades

1.5. Epidemiologia

Los rotavirus son ubicuos, el 95% de los nifioseeBty 5 afios son infectados a nivel
mundial. La prevalencia de la infeccidon por rotasien los neonatos ha sido extensamente
documentada. Estudios han demostrado infecciorammsiticas que fueron causadas por
cepas inusuales de rotavirus. El rango de edad nma&ybe afectado por rotavirus son los
neonatos de 4 a 36 meses quienes adicionalmenteerposl mayor riesgo de ser
hospitalizados. Por lo general las infecciones atavirus en adultos son subclinicas pero

ocasionalmente causan enfermedad en los padres dé&ibs con diarrea por rotavirus. En los
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lugares en donde los climas son templados la diaw&aviral ocurre predominantemente
durante el otofio y el invierno mientras que engsaisopicales y en vias de desarrollo la
estacionalidad es menos marcada (Gentsch et d&).200

Veinte y siete estudios realizados en 20 paiseg 990 y el 2000 estimaron una
incidencia de diarrea de 3.8 episodios por nifiogiar entre infantes menores de 11 meses y
2.1 episodios por nifilo por afio en infantes de ladigs de edad. Se estima que hay 125
millones de infantes de 0 a 11 meses de edad ynlkthes de nifios entre 1 y 4 afios que
residen en paises en vias de desarrollo. Por ssnfmiede estimar que hay 1.4 billones de
episodios de diarrea en nifios menores de 5 afiodoDeuales aproximadamente 130
millones de casos se deben a infecciones por ragaDe esta cifra 104 millones de episodios
de diarrea pueden ser solucionados con atenci@meésticas, 23 millones con visitas clinicas

y 1.9 con hospitalizaciones (Parashar et al. 2003).

1.6. Reaccion en Cadena de la Polimerasa

1.6.1. RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase ClaReaction)

RT-PCR es una modificacion de PCR para amplif@anformacion contenida en ARN.
En primer lugar, esta técnica transcribe la infaid@a de una molécula de ARN a una
molécula de ADN mediante la accién de una enzinrcida como Transcriptasa inversa,
proveniente de retrovirus. El resultado de estaqién es del ADN complementario (CADN)
el cual puede ser amplificado usando la técnida@e (Chanock et al. 1999).

La retro transcriptasa posee un alto grado de etrtvanscribir ADN a partir de ARN,
aproximadamente 1 en 2000 bases. Este error peamibs retrovirus mutar rapidamente

(Chanock et al. 1999). La identificacion de los @jg@os correpindientes a los serotipos
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rotavirales se basa en el peso molecular de logior&ados genes. Para esto es necesaria la
retro-trascripcion del genoma viral, cuyo resultadcel cCADN de rotavirus. Esta molécula se
encuentra en la misma cantidad que las particutakes en las muestras, es por eso que se
hace necesaria una primera amplificacion poco é@smegue tiene por objeto el incremento
del nimero de copias de cADN rotaviral. Una vezctddo este proceso, se realiza una
segunda amplificacion especifica que usa un comjdatprimers definidos para cada uno de
los distintos serotipos, de los cuales solo un gemrsondas se acoplara al genoma viral
determinando el serotipo del virus (Figura 6). Lablas 3 y 4 presentan los tipos de primers
gue se utiliza para serotipificar las muestrasrotavirus G y P respectivamente (Vera, et al,
1985).

En este trabajo se uso la correlacion entre gemgtgerotipo para determinar la clasificacion
del rotavirus presente en las muestras obtenidasiide del hospital Baca Ortiz de la ciudad
de Quito. La designacién de un serotipo es el jeefte la combinacién de los distintos
epitopos de VP4 y VP7, para esto, se utilizé RT-BC#R obtuvo la amplificacion los genes

de las mencionadas proteinas a partir del ARN igitrde muestras infectadas con rotavirus.

2. OBJETIVO GENERAL

» |dentificar las cepas circulantes de rotavirus ea muestra de 30 nifios con diarrea, en

el hospital Baca-Otriz, de la ciudad de Quito

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Aplicar la técnica de la retrotranscripcion usaWd®N extraido de rotavirus para la

identificacion de los serotipos rotavirales.
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 Comparar los serotipos de rotavirus encontradoQuito con las descritas en otras

regiones del Ecuador y del mundo.

4. JUSTIFICACION

En la actualidad, entre 2.5 y 3.2 millones de nifimseren a nivel mundial con
infecciones asociadas a la diarrea. De estas ciératse 440.000Bréese, et al, 2005y
600.000 mueren a causa de infecciones con rotadell grupo A. Adicionalmente, estas
mismas infecciones representan unos 25 millonegsatsultas médicas y 2 millones de
hospitalizaciones. A pesar de que tanto los nifigsviven en paises desarrollados como los
gue viven en paises en vias de desarrollo, tienemdma probabilidad de contraer infecciones
por rotavirus, desafortunadamente, el 82% de lagrtesl a causa de las infecciones
rotavirales, ocurre en paises en vias de desal(@llyan, et al, 200h Esto se debe a la
atencion medica insuficiente de niflos deshidratgdm$a carencia de tratamiendafgas, et
al, 2009.

La identificacion de las distintas cepas de rotevgn Ecuador, es el primer paso para
desarrollar una vacuna local. Es por eso que esrtaimie determinar las poblaciones y
serotipos rotavirales en la ciudad de Quito y effuturo determinar en las demas regiones del
pais.

5. AREA DE TRABAJO

Este proyecto se llevo a cabo en el Laboratoridideobiologia. Colegio de Ciencias

Bioldgicas y Ambientales de la Universidad San Eisoo de Quito. Cumbayda, Ecuador.

6. MATERIALES Y METODOS



6.1. Materiales

Equipos

Congelador de-80°C.

Centrifuga

Micropipetas

Tubos Ependorff
Termociclador

Céamara de Electroforesis

Camara con lampara UV

Reactivos

Kit para deteccion de rotavir@tick Rotavirus de Invitrogen
Trizol

Cloroformo

Etanol

Primers 9conl; 9con2; Con2; Con3

Kit SuperScript Ill RT/Taq Platinum de Invitrogen

Kit Ready to go de Invitrogen

6.2. Métodos

16
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6.2.1. Coleccidon de Muestras

Al personal del laboratorio clinico del hospitehda Ortiz se le facilitd el kit para
deteccién de rotaviruStick Rotavirugle Invitrogencuyo protocolo se detalla a continuacion:
Protocolo para deteccion de rotavirus en heces:

e Setomd 100 pL de muestra liquida de heces o 3@emguestra sélida de heces y

se colocd en un tubo de ensayo limpio. Luego segag 1000 pL de la solucion A

del kit, al tubo con la muestra. Después de homiegery dejar en reposo por 5

minutos se inserto la tirilla de deteccion de rotess Antes de extraer la misma, se
esperé de 3 a 5 minutos. La Tabla 6 muestra el minke bandas que indican

presencia o ausencia de rotavirus en la muestra.

 Setomd Unicamente las muestras positivas paaeinas y se las almacend a

-80°C.

» En total se trabaj6é con 74 muestras

6.2.2. Procesamiento de Muestras

Se generaron 6 grupos de muestras llamados laissmismos que fueron procesados
conforme se obtuvieron del Hospital Baca Ortiz. Tlabla 1 muestra la distribucién de los
mismos. Cada muestra fue asignada con el cédigo dot¥le L = lote; X= numero de lote y

Y= numero de muestra del lote.

6.2.2.1. Extraccion de ARN
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Para la extraccion de ARN de virus en las heceslag®rd un procedimiento a base de trizol,

cloroformo y etanol, derivado de protocolos estéeslal cual se detalla a continuacion:

Protocolo para extraccion de ARN

Se tomo 250 pL de muestra liquida o el equivalan8®0 mg de muestra solida y se
afadié 750 pL de trizol (Invitrogen). Después dmbgenizar la muestra con pipeteo
e incubarla por 5 minutos se afiadié 200 pL de fdomm.

Luego de mezclar vigorosamente cada tubo duranseddndos, se dejé en reposo a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Una vazsdurrido ese tiempo, se
centrifugaron las muestras a 12000 rpm duranteitQtos a 4 °C.

Se transfirié estrictamente la fase acuosa a um lioipio. Luego se afiadié 5 pL de
isopropanol. Se dej6 incubar a temperatura ambipote1l0 minutos y luego se
centrifugd nuevamente a 12000 rpm durante 5 miratsC.

Se removi6 el sobrenadante y se afiadid 100 pLah®lef5% a cada tubo. Después
de centrifugar a 7500 rpm durante 5 minutos a 4@movid el sobrenadante y se
seco al vacio de 5 a 10 minutos.

Se resuspendio el extracto de ARN con 50 pL de higieade ARNsas y se almaceno

a -80°C.

6.2.2.2. RT-PCR y Primera amplificacion para Gy P

Una vez extraido el ARN rotaviral, se realizO0 ue&atranscripcion para obtener cADN.

Luego realizaron 2 amplificaciones del cADN obtenitla primera tuvo por objeto aumentar

el numero de copias de cADN y la segunda, amptifice segmentos especificos para G y P.

Para la serotipificacion de G se uso los primeon2cuya secuencia asg ctc ctt tta atg tat gy

9con2 cuya secuencia g8 taa aat act tgc cac ¢anientras que para la identificacion de P se uso6
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los primers Con2 cuya secuenciatggctt cgc tca ttt ata gac  Con3 secuencia est tcg gac cat
tfta taa cc

Adicionalmente, se trabajo en dos areas distifihgrea gris, lugar en donde se realizo las
mezclas de primers y programa de denaturacion dé ABl area blanca, en donde se trabajo
con ARN rotaviral.

Area Gris
e En primer lugar, se prepar6 una mezcla de primmensenso (MC1G). Para esto se

tomé 0,5 pL del primer 9conl 20 uM, 0,5 pL del min®con2 20 uM y 1,5 pL de
dH,O por cada muestra y se mezcl6 con pipeteo.

e Se utilizé el mismo procedimiento y volimenes ds fwimers 9conl y 9con2
(especificos para la serotipificacion de la prae(®) para preparar la mezcla de
primers consenso Con2 y Con3 (MC1P) especificoa parserotipificacion de la
proteina P.

e Para permitir la accion de las enzimas RT y Tamesesario denaturar el ARN
rotaviral puesto que éste es de doble cadenaeBtrae tomd 5 puL del ARN extraido
y 2,5 pL de la mezcla de primers consenso MClGurerrecipiente nuevo por
muestra. Luego se llevo al programa de denaturapm@viamente fijado en el
termociclador, el cual se detalla en la Tabla 7.

 Se utilizé el mismo procedimiento y volimenes de 1@C (especifico para
genotipificacion del gen de la proteina G) para MClespecifico para la

serotipificacion de la proteina P.

Area Blanca
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Se us6 el kiSuperScript Ill RT/Taq Platinurde Invitrogen. Se realiz6 una mezcla
madre (MC2G) para la cual se colocé 25 puL del rea@X Reaction Mix que provee
el kit, 2 uL de la mezcla de enzimas RT-Taq quegecel kit, 15,5 uL de did por
muestra en un solo tubo.

Para realizar la retrotranscripcion y primera afigalcion, se afiadié 42,5 uL de la
mezcla MC2G a los tubos que contienen 2,5uL de dacta de primer consenso
(MC1G) y los 5 pL de ARN extraido y que han sidanstidos previamente al
programa de denaturacion. Luego se los llevo ahdeiclador bajo el programa
indicado en la Tabla 8.

Se utiliz6 el mismo procedimiento y volumenes de 2@C (especifica para la
genotipificacion de la proteina G) para MC2P, eBjpecpara la genotipificacion de la

proteina P.

6.2.2.3. Segunda Amplificacion para Gy P

Para la genotipificacion de G se usé los primem@ y pool de primers G, mientras

gue para la identificacion de P se usé los pringos3 y pool de primers P bajo el mismo

protocolo y volimenes.

Area Blanca

Para la segunda amplificacion se us6 los tubas P@RReady to gale InvitroGen
En cada uno se coloco 1pL del pool de primers (Bl He 9con2 pL del producto de
la primera amplificacion de G y 21 pL de MM

Una vez preparados los tubos, se los llevo al teictealor bajo el programa descrito

en la Tabla 9.
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» Se utilizé el mismo procedimiento y volumenes den2cy el pool G (especifica para
la genotipificacion de la proteina G) para Con3lypeol P, especifica para la
genotipificacion de la proteina P.

» Los productos obtenidos de la segunda amplificademo de G como de P, se los

almacené a-20°C

6.2.2.4. Electroforesis

» Se prepararon 4 geles de agarosa al 1,8%. Cadizegmieparado con buffer TBE 1X y
de 0,2 a 1 pL de bromuro de etidio. Se coloco eegda camara de electroforesis y
una vez solidificado, se lo cubrié con buffer TBE. Después de mezclar 10 pL del
producto de la segunda amplificacion de cada maesin 2 uL de buffer de carga, se
procedio a inocular 10 pL de la mezcla en las eaaglde los geles.

» Para cada gel, se dej6 correr el campo electrortiagnéurante 4 horas con una
intensidad de 50 V. Transcurrido ese tiempo, sestiréd el gel a la ldampara UV con el

objeto de tomar una fotografia de cada gel y olaséavmigracion del ARN rotaviral.

7. RESULTADOS

7.1. NUumero de Muestras Obtenidas

Después de tres semanas de colaboracién con etadhdgca Ortiz, y de procesar 74
muestras de heces, se obtuvieron 29 positivas noéaairus usando 3 kits de deteccion
rotaviral con una capacidad para procesar 25 nagestida uno. La Tabla 10 muestra los

detalles de la coleccion de muestras.
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7.2. Procesamiento de Muestras en el Laboratorio delicrobiologia de la

USFQ

De las 74 muestras analizadas con el kit para cétecapida de rotavirus, en un
periodo de tres semanas en el hospital Baca Cetila ¢iudad de Quito, se obtuvieron 29
muestras positivas. De éstas, 27 pudieron séicigas para G y P, mientras que solamente 1
para G y 1 no pudo ser tipificada ni para G o Redeno lo muestran las Figuras 8,9, 10y 11.
La Tabla 11 muestra los resultados del procesamimtiias muestras obtenidas. Estos datos
demuestran que el 39% de las heces analizadasi@mtetavirus y el 96,5% de las muestras
positivas pudieron ser procesadas exitosamentel éaberatorio de microbiologia de la
USFQ. Las Tablas 11, 12 y 13 detallan los serotiposespondientes a las muestras

analizadas de las mencionadas figuras.

8. DISCUSION

La Tabla 16 muestra que el serotipo G fue exitesdaendeterminado en el 96,5% de
las muestras para 3 cepas distintas: G9 con eV/8las muestras procesadas; la cepa G2
con el 13,8% y el serotipo G1 con el 3,44%. En &stmas (10,3%) se observo la presencia de
1 banda de 110 bp y otra de 244 bp aproximadan(entestras: L14, L15 y L18). Este hecho
puede implicar falta de especificidad del primema coinfeccion de las sepas G2 y G9.

De la misma forma, la Tabla 16 sefiala que eliper® fue determinado en el 93,1 %
de las muestras para 3 cepas distintas, P4, P6 lyaR&pa P4 se presentd en asociacién con
la sepa P8 en el 10,3 % de las muestras. El serB8pse presentd en asociacion con la cepa
P8 en el 3,4 % y sin asociacion en un porcentajédasi La cepa P8 demostrd su presencia en

el 75,8 % de las muestras.
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Se logr6 reconocer 7 categorias para clasificar nagestras procesadas. Esta
clasificacion se derivo de la combinacion de lgsaseG9, G2, G1, P8, P6 y P4 anteriormente
mencionadas con sus respectivos porcentajes. La T&kmuestra las diferentes categorias y
los porcentajes de agentes detectados para estgsréas.

Estos datos demuestran que el serotipo dominartsenuestras analizadas es G9-P8.
Los serotipos que circulan con mayor frecuenci8®paises son G1P8, G2P4, G4P8 y G3P8
(Gentsch et al. 2005) a pesar de que algunos subare descrito las cepas P1 a P4 para la
proteina VP4 y G1 a G4 para la proteina VP7 comarlas frecuentes. Las combinaciones
P1G1, P1G3, P2G2 y P1G4 son las mas frecuentesraal,| Japon, Estados Unidos y
América del Sur (Kapikian et al. 1996). Sin embdagpestudios realizador por Parashar, et al
mencionan que los serotipos P4 y P8 son los mésdntes tal como lo muestra la Figura 7.

Otros estudios realizados en Brasil, India y Mala@mostraron que los serotipos
predominantes fueron G5P8, G9P6, G8P6 y G8P4 raspmente. La cepa G9P6 ha sido
reportada en India por lo que a pesar de ser domeinen ese pais, en un principio se la
consider6 comun a nivel regional pero no mundia¢éni&ch et al. 2005). Estudios mas
recientes han demostrado un aumento en la freauelecia cepa G9 entre 1993 (5,8 %) y
2001 (40%) colocandose como una cepa de importanaiadial para la elaboracion de
vacunas. La Figura 7 demuestra que el grado ddeincia de la cepa G9P8 figura dentro de
las 5 mas importantes a nivel mundial en un pera®l6 afios.

Se puede decir que los estudios realizados aptd®@D sugirieron que solo habia 4
serotipos comunes que circulaban virtualmente eatles los infantes. Después, estudios mas
recientes que utilizaron técnicas de genotipifisacicon RT-PCR describieron o

caracterizaron la identificacion de por lo menos cénbinaciones distintas entre P y G
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representando una buena parte de las 110 combiescentre G y P tedricamente posibles.
En la actualidad existen por lo menos 8 cepas ftabde distribuidas y las mas importantes
son: G5, G8, G9 y P6. Esta lista tiende a creamedida de que contintan los estudios de
serotipificacion con RT-PCR. Al parecer algunadade42 cepas descritas en los ultimos 11
afios tienen importancia epidemioldgica gracias eetambinacién genética, mientras que
otras han infectado humanos a través de la traismiderespecifica. (Asmah, et al, 2001)

Los resultados obtenidos en la ciudad de Quitordrge las muestras colectadas,
demuestran que el serotipo de mayor frecuencia e® G9, correspondiente al grupo de sepas
gue han surgido a partir de 1995. Adicionalmeraehacomprobado la presencia de las cepas
Gl y G2, clasicamente descritas. Estos hechos cmian que la prevalencia de las cepas
nuevas va en crecimiento mientras que la prevaeteilas cepas clasicas va disminuyendo
pero sin llegar a desaparecer. Dado que los ragvewvolucionan mediante mutaciones
puntuales, rearreglos genéticos de genes no estles o eventos de recombinacion, las
recombinaciones entre los genes pertenecen a mséetarion gendmica es comuan. (Woods,
et al, 1991).

La generacion de nuevos genotipos P y G por tadotcion de genes provenientes
de serotipos nuevos representa otro mecanismoeparamento de diversidad de rotavirus.
Estudios de secuenciamiento del gen VP7 (Kapikiaal. 1996) sugiere que las cepas con el
serotipo G9 detectadas en 1995 es distinta derila®nqas cepas con serotipo G9 aisladas en
los Estados Unidos una década atras. Estos ressiliadican que este linaje moderno no es
descendiente directo del linaje original y puedeeteesultado de una introduccién resiente

entre los rotavirus humanos circulantes (Kapikiaal.€1996).
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Por otro lado la gran diversidad del rotavirushgipalmente en paises en vias de
desarrollo sugiere que las coinfecciones de 2 ipesotdistintos de rotavirus pueden ser
relativamente comunes. Los resultados de los estugializados por Parashar, et al, en el
2003, demuestran que existen 2 perfiles distintesARN en el mismo paciente. Los
resultados de la genotipificacion con RT-PCR de #&abajo, han demostrado la presencia de
mas de un serotipo en la misma muestra (muestrdsyLL15). Se puede decir que la
prevalencia de altos niveles de infecciones migtapaises en vias de desarrollo desemboca
en un mayor numero de combinaciones entre G y Pin#ia se ha logrado identificar 9
combinaciones distintas de P y G en muestras ealasten una sola ciudad, mientras que en
estudios realizados en paises desarrollados, sebkarvado una menor incidencia de
infecciones mixtas y menor diversidad de las celea®tavirus (Campos, et al. 2005)

Los datos de la Tabla 15 muestran una diversidadlativa al reportar cepas con
combinaciones de G9, G2 y G1 con serotipos de B8 P6 en un nuamero pequefio de
muestras colectadas en la ciudad de Quito-Ecuador.

Las infecciones mixtas en neonatos pueden ser rapariante fuente de serotipos
nuevos de rotavirus. Se ha demostrado que en tddéte los 70s las cepas con serotipos
comunes de G y nuevos serotipos de P circulabda sala de maternidad de los hospitales
sin producir sintomas de diarrea (Kapikian et &96) lo que puede explicar en parte el
aparecimiento de las cepas G9/G2 — P8; G2 — P&®432 — P8/P4; G1-P6; G9 — P8/P6 que
muestra la Tabla 15 dado que las heces fuerontadien un hospital de nifios de la ciudad
cosmopolita en febrero, mes que se encasillakcpar@do de mayor infestacion de rotavirus

en varios paises (de noviembre a marzo),(Parastalr,1998).
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La informacién obtenida del presente trabajo, dmgyfondamentalmente tres aspectos:
(1) La presencia de la cepa G9P8 en el 72,4 %sdml@stras procesadas, que en la actualidad
es uno de los serotipos de mayor distribucion yglemcia a nivel mundial, (2) la presencia
de serotipos clasicos como G1, G2, P4 y P8 congnsade la prevalencia de estos serotipos
en el pasado. (3) La presencia de combinacione® mmenunes como G1P6 vy las
coinfecciones de las muestras L14 y L15 que prepadhte son el resultado de la
convergencia de algunos factores como: la zongrgéoa y realidad social que pertenece a
un pais en vias de desarrollo y finalmente, eloperien el que se colectaron las muestras que

coincide con uno de los picos de mayor infestad®notavirus en varios paises

9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

9.1. Conclusiones

El periodo de coleccién de muestras en el hospaah Ortiz fue muy corto, por lo que
se analizaron 74 muestras Unicamente. Las 29 ragguisitivas analizadas, fueron necesarias
para determinar los serotipos circulantes en Quiyp no suficientes para establecer la
prevalencia de un serotipo en particular.

Las cepas identificadas coinciden con las mas sugdg mayor prevalencia en paises
ubicados en zonas tropicales en el periodo eneee2006 y febrero 2006, lo que demuestra

la gran facilidad de recombinacion y ubicuidadrdéhvirus.

9.2. Recomendaciones

El presente estudio evidencidé la dominancia de cey@a relativamente nueva de

rotavirus, rasgos prevalentes de cepas tradicisnaleepas aparentemente formadas por un
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proceso de coinfeccion. Con el objeto de sensiil&zmayor nivel la informacién obtenida,
uno de los requisitos fundamentales para un prox@stadio radica en la necesidad de
obtener un mayor nimero de muestras que abarguenayor rango de cobertura geografica,
en donde se representen significativamente vagatdeno el lugar de coleccion de muestras;
la zona geogréfica y el periodo de recoleccionto ermitiria un analisis mas completo y
mas exacto sobre la prevalencia de cepas de naasirel Ecuador.

Por otro lado, una posible opcion para complegarrésultados de este estudio seria
incluir la secuenciacion de los genes y poder geter una mejor caracterizacion molecular

entre las diferentes serotipos rotavirales.
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Figura2: Estructura del rotavirus. Diagrama esquematicoogelectronico de un viriébn donde se muesti
localizacion de la mayoria de las proteinas estralgs. (Gentsch, 20(
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Figura 3: Electroforesis en gel de poliacrilamida de utngrade rotaviru humano de la sepa Las bandas
sefialan los 11 segmentos de dsRNA que componemeiht caracteristico del Rotav (Kalica et. al., 1983 )
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Figura 4: Diagrama esquemaético de la estructutasigenes de las proteinas VP4 y VP7. En la paper®r se
muestra el sitio de anclaje de la tripsina SAl} (egion variable (V), region conservada (CR) edisas
conservadas (C). y prolinas (P), la neutralisapiositiva (NP) NP1a (aminoacido 136) NP1b (amincadi80 y

183), NP2 (aminoéacido 394) y NP3 (aminoacido 184).numeracion mostrada para VP4 esta basada en una
proteina de 776 aminoacidos determinada por SA1RMMsus rotaviruMU18006 y rotavirus bovino C486.

En la parte inferior del esquema, se muesta, pavPl7 dos dominios hidrofobicos H1y H2 (aminoésié al

23 y aminoacidos del 33 al 44), secuencias condasvee los grupos de rotavirus A, B y C. Un sitouthion

con C&', cisteinas conservadas (C), sefiales de sitiogjar(), el segunda metionina dentro del marco con un
coddn de iniciacién (M), sitios de glicocilacion)(Y epitopes de neutralizacién para A,B yKapikian, 1996)
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el virus ingerido infecta a las
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y se disemina para infectar a un
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no infectadas viricas a la luz
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las células infectadas se lesionan y
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Figura 5: (A) Modelo de la induccién de diarrea pmtavirus, se puede observar la alteracion dellibgo
ibnico en las membranas celulares (Ramig, 2005)DiéBrama esquematico sobre el proceso general de
induccién de diarrea por rotavirus (Mims, et. &000).
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Figura 7 Prevalencia de las distintas cepas deirota (Parashar, et. al., 2003)
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Figura 8:Electroforesis de la segunda amplificacion de lagstras del lote 1. En la seccidn
izquierda de la figura, aparecen las bandas queprimnan la clasificacion G de las muestras
L1la L18 y lader (L). En la parte izquierda apareta@s bandas correspondientes a la
clasificacion P de las mismas muestras; controatieg (C). y lader (L) . Al combinar las
clasificaciones G y P de una misma muestra, serabil serotipo definitivo para cada una,
siendo para las muestras L11, L13, L16 y L17 edtge G9-P8, resultado de la combinacion
de la banda de 110 bp (de la seccion izquierda)bahda de 330 bp (de la seccion derecha.
De igual forma se pudo obtener los serotpipos GP4#Para la muestra L13, G9/G2-P4/P8
para L14 y L15, G2-P9/P4 para L12, G9/G2-P8 pa& L1
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Figura 9 Electroforesis de la segunda amplificacién de lagstras de los lotes 2,3 y 4.
Aparecen las bandas que proporcionan la clasiioa@ y P de las muestras L21, L22, L23,
L31, L32, L33, L34, L41, L42, L43 y lader (L). Aklacionar los serotipos G y P de una
misma muestra, se obtiene el serotipo definitiva gada una, siendo para las muestras L22,
L32, L33, L34, L42 y L43 el serotipo G9-P8, readh de la combinacion de la banda de 110
bp, de la seccion correspondiente al serotipo Gaypdnda de 330 bp de la seccién
correspondiente al serotipo P. De igual forma séopobtener los serotipos G9 para la
muestra L23, G9-P8/P6 para L41; no existe seratgimido para L21.
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Figura 10:Electroforesis de la segunda amplificacién de laestras de los lotes 2,3 y 4,
donde aparecen las bandas que proporcionan léicdasgin G y P de las muestras L44, L45;
L46 y lader (L). Al combinar los serotipos G y P& misma muestra, se obtiene el serotipo
definitivo para cada una. El serotipo G9-P8, resldtde la combinacion de la banda de 110
bp, de la seccién correspondiente al serotipo Gaybdnda de 330 bp de la seccion
correspondiente al serotipo P es comun para tedasliestras de esta figura.



37

Figura 11:Electroforesis de la segunda amplificacion de lagestras de los lotes 5 y 6.

Aparecen las bandas que proporcionan la clasiboaGi y P de las muestras L51, L52, L53,
L61, L62, L63, L64, L65, lader (L) y control (C).l Aelacionar los serotipos G y P de una
misma muestra, se obtiene el serotipo definitivaa mada una. El serotipo G9-P8, resultado
de la combinacion de la banda de 110 bp, de la@ecorrespondiente al serotipo G y la
banda de 330 bp de la seccion correspondientedimeP es comun para todas las muestras.
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12. TABLAS
# de L
Lote Muestras Caodigos

1 8 L11, L12,L13,L14,L15,L16,L17,L18

2 3 L21,L22,L.23

3 4 L31,L32,L33,L34

4 6 L41,L42,043,L44,.45,L46

5 3 L51,L52,L53

6 5 L61,L62,L63,L64,L65

Tabla 1: Distribucion de las muestras en lotes
Segmento| Pares/BaseG+C (%) 5‘?9& No co??lflcantes ORF Aminoacidos

1 3.302 34.6 18 17 No 1.088
2 2.690 32.9 16 28 No 881
3 2.591 28.9 49 35 No 835
4 2.362 34.7 9 22 No 776
5 1.581 33.9 32 73 No 491
6 1.356 38.6 23 139 No 397
7 1.1104 335 25 131 Si (2-i) 315
8 1.059 35.5 46 59 No 317
9 1.062 35.9 48 33 Si (1-i) 326
10 751 40.2 41 182 Si (2-) 175
11 667 38.6 21 49 Si (1-0 198

Tabla 2: Nucledtidos de los genes de los 11 segmaeld rotavirus (Kapikian, et al.
1996)
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Segmento del Tamarfo Producto o, L,
genoma (kD= kilodalton) Proteico Localizacion Funcion

1 125 kD VP1 Capainterng  ARN polimerasa

2 94 kD VP2 Capa interng Ligada ARN

3 88 kD VP3 Capa interng Guanidiltransferasa
neutralizacion de|
antigeno,
hematoglutinina,

4 88 kD VP4 (VP5+VP8)  Capa Externginfectividad por
medio de proteasa,
virulencia, anclaje
celular
Levemente basica,

5 - NSP1 ( No estructural posee dedo de zinc,
ligada a ARN
Hidrofobica,

6 - VP6 Capa interna| trimérica, subgrupo
de antigeno
Ligeramente

7 - NSP3 No estructurgl acidita ligada a
ARN
Basica, ligada a

8 - NSP2 No estructura|l ARN
Glucoproteina de
membrana de
neutralizacion de

9 i VP7 Cépside antigeno integrada

externa a la membrana de
RER, dos
terminales de NK
hidrofobicos
Glucoproteina de
transmembrana de
ER, rol en

10 29 kD — 28 kD NSP4 No EStrUCturaﬁorfogénesis, trek
dominios NH
hidrofobicos
Ligeramente

11 26 kD NSP5 No estructuralP2Sica, rica en
serina y treonina
ligada a ARN

Tabla 3: Proteinas de Rotavirus, provenientes gellosegmentos de ARN del virus. Los autores
Mason, Liu y Maftion, propusieron designaron la eoklatura para las proteinas VP (virion

polypeptides). Los productos proteicos NS (nongirat proteins) fueron renombrados para facilitar
las comparaciones entre las diferentes cepas. €€ pwlecular fue calculado de la secuencia de
aminoécidos deducida de la secuencia de nucledelts cepa SA1l (Estes, et al. 1996)
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Nombre Producto
Amplificacion del Secuencia (5' - 3') | Serotipo | Posicion | Polaridad b
Primer PCR (bp)
Primers Consenso d¢ 9conl tag cte ctt tta atg ta Wa/G1 37-56 pos -
la lera amplificacién e taagzgat aciiae 922-
9con2 9 €l wascl neg -
cac ca 941
: tct tgt caa agc aaal 176-
9T-1 taa tg Wa/G1 195 neg 158
. ! : gtt aga aat gat tct 262-
Primers (Iélonsenso de 9T-2 cca ct S2/G2 081 neg 244
2 da amplificacion 9T-3P gte ca%ttg cag tgt 10(756318/ ‘;80‘:1[ neg 464
(9conl incluido) 990 og gtg gaa aa 123
9T-4 tct ST3/G4 440 neg 403
9T-9B tat aaa gtc cattgc g¢c  116E/G9 :ﬁ]% neg 110

Tabla 4:Conjunto de primers para la tipificacion de G ysAdos en el presente estudio.

Nombre Product
Amplificacién del Secuencia (5' - 3") Serotipo | Posicion | Polaridad | o PCR
Primer (bp)
Primers Consenso con3 tgg ctt cg;:ct(;a ttaa KU/P[8] 11-32 pos -
dela lera T3 0o ool o 1aa
amplificacion con2 99 oc KU/P[8] | 868-887 neg -
1T-1 tct act tgg ata acg tgc KU/P[8] | 339-356 neg 328-324
2T-1 ctatigttagagottaga | py gpra) | 474-494| neg | 463-462

Primers Consenso gte
dela? da 3T-1 tgt tga tta gtt gga ttc aa | 1076/P[6] | 259-278 neg 248-246

amplificacién (con3 ] _ -
incluido) 4T-1 tga gac atg caa ttg gac K8/P[9] | 385-402 neg 374-370

5T-1 atc ata gtt agt cgg 69M/P[10] | 575-594 neg 564-562

ND2 agc gaa ctc acc aat ctc | 116E/P[11]| 116-133 neg 105-101

Tabla 5:Conjunto de primers usados en este estudio pémifleacion de P

No. Bandas| Resultado
2 Positivo
1 (control) Negativo

Tabla 6: Parametro para diagnostico de rotavielkitStick Rotavirusle Invitrogen
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Temperatura Tiempo
1 97a.C. 5’

2 4a.C. 00
Tabla 7 Programa de denaturacion de ARN usados en esthiast

Temperatura | Tiempo # de ciclos
Lop4azc 45 Retrotranscripcior]
2 | 96°C 2'

3 | 94°C 30’

4 | 50°C 30’ 30 ciclos
5 | 72°C 1

6 | 4°C 00

Tabla 8:Programa para Retrotranscripcion y Primera Amgldion

Temperatura | Tiempo # de ciclos
1 | 94°C 30”
2 | 42°C 30” 30 ciclos
3 | 72°C r
4 | 72°C 7
5 | 4°C 00

Tabla 9: Programa para segunda amplificacion.

Periodo Muestras Muestras Muestras
analizadas negativas positivas
2006-02-04
a 74 45 29
2006-02-28

Tabla 10:Muestras de heces de infantes analizadas

Muestras Procesadas  Muestras Positivas Amplificadas No Amplificadas

74 29 28 1

Tabla 11: Resultados del procesamiento de lastragasbtenidas en el hospital Baca Ortiz
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Muestra | Peso molecular G| Peso molecular P Serotipo
(aprox.) (aprox.)
L11 110 330 G9 - P8
L12 244 330/ 460 G2 - P8/P4
L13 110 330 G9 - P8
L14 110/ 244 330/ 460 G9/G2 — P4/P8
L15 110/ 244 330/ 460 G9/G2 — P4/P8
L16 110 330 G9 - P8
L17 110 330 G9 - P8
L18 110/ 244 330 G9/G2 — P8

Tabla 12 Serotipos correspondientes a las muestras detsléadi Figura 8. El serotipo es el
resultado de la relacion del segundo producto demalificacion de G y P cuyos pesos
moleculares determinan el tipo de G y P a combénars

Muestra | Peso molecular G| Peso molecular P Serotipo
(aprox.) (aprox.)
L21 n.a. n.a.
L22 110 330 G9 - P8
L23 110 n.a. G9
L31 160 300 G1-P6
L32 110 330 G9 - P8
L33 110 330 G9 - P8
L34 110 330 G9 - P8
L41 110 330/ 300 G9 — P8/P6
L42 110 330 G9 - P8
L43 110 330 G9 - P8
L44 110 330 G9 - P8
L45 110 330 G9 - P8
L46 110 330 G9 - P8

Tabla 13: Serotipos correspondientes a las muedttaiadas en la Figura 9 y 10. El serotipo
es el resultado de la relacion del segundo prodietia amplificacion de G y P cuyos pesos
moleculares determinan el tipo de G y P a combénars
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Muestra | Peso molecular G| Peso molecular P Serotipo
(aprox.) (aprox.)

L51 110 330 G9 - P8
L52 110 330 G9 - P8
L53 110 330 G9 - P8
L61 110 330 G9 - P8
L62 110 330 G9 - P8
L63 110 330 G9 - P8
L64 110 330 G9 - P8
L65 110 330 G9 - P8

Tabla 14: Serotipos correspondientes a las muedttafiadas en la Figura 11. El serotipo es
el resultado de la relacion del segundo producttademplificacion de G y P cuyos pesos
moleculares determinan el tipo de G y P a combénars

Combinacién G-P Aislados detectados
Numero %

G9 - P8 21 72,4
G9/G2 - P8 1 3,6
G2 - P8/P4 1 3,6
G9/G2 — P8/P4 2 7,2
G9 1 3,6
G1-P6 1 3,6
G9 — P8/P6 1 3,6
No determinada 1 3.6

Tabla 15: Combinaciones genotipicas de G y P detectadas emuistras procesadas
provenientes de un hospital de nifios de la ciuga@Quito durante noviembre 2005 y febrero

2006

Serotipos %
G9 79.3
G2 13.8
G1 3.44
Total G 96.5
P4/P8 10.3
P6/P8 3.4
P6 3.4
P8 75.8
Total P 93.1

Tabla 16: Combinaciones genotipicas de G y P detectadas emuistras procesadas
provenientes de un hospital de nifios de la ciuéga@ulto durante noviembre 2005 y febrero



