Diversidad genética del rotavirus:
su implicacion en la prevencion y control

de la diarrea
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Resumen

Los rotavirus son una causa importante de
diarrea infantil. Se estima que 800.000 muertes
cada afo en ninos menores de cinco afos son
causadas por rotavirus, principalmente en paises
en desarrollo. Por su diversidad antigénica y
genética, los rotavirus se clasifican en grupos,
subgupos, serotipos y genotipos. Distintos serotipos
y genotipos de rotavirus se han encontrado en
humanos y animales. Trabajos realizados y en
progreso, contribuyen en el entendimiento de la
patogeénesis y también del papel de anticuerpos y
células T en la proteccion contra la infeccion por
rotavirus. La implementacién de programas de

Introduccion

Se ha estimado que anualmente se producen 3.3
millones de casos fatales de diarrea aguda en
menores de cinco anos, la mayoria de esas muertes
ocurren en paises en via de desarrollo (1, 2). El
rotavirus (RV) es la causa de aproximadamente una
tercera parte de las hospitalizaciones asociadas a la
diarrea y de unas 800.000 muertes cada afno en
menores de cinco afos (3).

Propiedades bioldgicas y estructurales. RV fue
descubierto en 1973 por la Dra. Ruth Bishop,
pertenece a la familia Reoviridae, es desnudo, de
simetria icosahédrica, con una triple capside que
contiene el genoma de RNA de doble cadena. El virién

vigilancia de rotavirus en Latinoamérica ha
contribuido al desarrollo de estrategias para la
prevencion y el control de la enfermedad. Estudios
epidemiolégicos en Colombia demuestran que
rotavirus es el enteropatogeno mas importante en
la diarrea infantil. En estudios recientes realizados
en la costa norte colombiana, se encontré que
rotavirus grupo A fue causante de 36.6 % de casos
de diarrea en nifos menores de tres afios. También
se detect6 la presencia de tres genotipos G de
importancia epidemioldgica, infeccidn mixta con
dos 0 mas genotipos y cepas poco comunes.
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completo de un diametro de 70 nm, se asemeja a
una rueda, de ahi el nombre de rotavirus (del latin
rota). Tres tipos de canales que atraviesan la capside,
transportan al interior metabolitos para la transcripcién
del RNA y al exterior los RNA transcriptos durante la
replicacion. (4). El RV es estable en rangos de pH de
3.0 a 9.0 y temperaturas de — 20 a -70° por afios,
sobrevive a temperatura de ambiente tropical por
periodos prolongados, en superficies porosas
(algodon, papel) y no porosas (aluminio, latex) (4,5).
La infectividad del virus se pierde por remocion de la
capside externa con agentes quelantes (EDTA) y
calcio. Los desinfectantes quimicos tales como fenol,
clorina, propionolactona, lo inactivan (4,6).
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Las proteinas VP1,VP2, VP3 (capside interna),
VP6 (capside intermedia), VP4 y VP7 (capside
externa) y las proteinas no estructurales
(NSP1,NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 y NSP6) son
codificadas por los 11 segmentos del genoma (4,7).
Por las caracteristicas antigénicas de VP6 los
rotavirus se clasifican dos subgrupos (1 y Il) y siete
grupos de A a G. Las proteinas VP7 y VP4 son de
actividad neutralizante y definen la clasificacion
binaria de rotavirus grupo A (RVA) (4,7).

Caracteristicas genéticas del RV. Los 11
segmentos de RNA de doble cadena del genoma,
distribuidos en cuatro regiones variables (I, 11, lll, y
IV) tienen patrones electroforéticos caracteristicos
segun la cepa viral. La evoluciéon del genoma de
RV en la naturaleza puede ocurrir por mecanismos
tales como deleccion, mutacion y rearreglos. EI RVA
es de mayor importancia epidemioldgica a nivel
global, tiene un patrdn electroforético caracteristico
de 4-2-3-2 y presenta dos patrones clasicos de
migracion (Electroferotipos) largo y corto. Existen
variantes poco comunes (4,8,9).

Con base en la diversidad antigénica de las
proteinas VP7 y VP4 se ha clasificado a RVA en
tipos G (Glicoproteina) y P (sensible a proteasa).
Se han identificado al menos 14 serotipos G
(asociados a VP7) de los cuales 10 han sido en
humanos. De 21 genotipos P (asociados a VP4)
ocho genotipos se han encontrado en humanos (2,
4,7). Los genotipos G1 a G4, [P8] y [P6]) son los
mas representativos a nivel mundial (10, 11,12, 13,
14,15,16,17, 18, 19, 20, 21). Otros poco comunes
tales como G5, G8, G9, G10 se han detectado en
América, Africa y Asia (22,23,24,25, 26, 27,28,29,
30,31,32 ). P[24] se describié en humanos
recientemente en India (33).

Infeccion y patogénesis. Los rotavirus se replican
en el citoplasma vy la identidad de los receptores
para todos los rotavirus no se conoce. Después de
uno ¢ dos dias del periodo de incubacion el virus
infecta las células maduras de las vellosidades, se
produce lisis celular, atrofia de las vellosidades
intestinales, infiltrado mononuclear y se disminuye
la capacidad de absorcion por la acciéon sobre las
disacaridasas.

La hiperplasia en células de la cripta estimula
la actividad secretora incrementando la excrecion
de agua y electrolitos; en consecuencia se
disminuye la absorciéon y se aumenta la salida de

agua (4, 34, 35). Entre los mecanismos de
patogenicidad mas recientes se mencionan la
activacion del sistema nervioso entérico y la
citotoxicidad de la proteina NSP4 (36).

Inmunidad y proteccion. En la infeccién por
rotavirus la inmunidad mediada por anticuerpos y
por las células cumplen su funcién (37). En modelos
murinos se han estudiado los mecanismos por los
cuales la inmunizacion con rotavirus vivos u otros
inmundgenos alcanzan proteccion; esos resultados
indican que se deben a factores multifactoriales.
Diversos estudios se han adelantado para dilucidar
la contribucion de los diferentes componentes del
sistema inmune en la proteccién contra la infeccion
por rotavirus, encontrando que células T (CD8,
CD4) y células B jugaron un papel importante (38).

RV induce respuesta de anticuerpos especificos
Ilg M, Ig G e IgA, que son detectables una a cuatro
semanas post infeccion. Por los diversos estudios
realizados se sefala que la respuesta homotipica
neutralizante para las proteinas VP7 y VP4 es
caracteristica de la primera infeccion, mientras que
los anticuerpos heterotipicos son importantes para
las reinfecciones. Se describe que la correlacion
entre IgA fecal y proteccion; sin embargo, su
presencia en el intestino es menos de un ano. Los
estudios realizados sugieren que la inmunidad
mediada por células, es mas importante en la
resolucion de la enfermedad que en la proteccion
(37, 39, 40, 41).

Trabajos recientes en un grupo de nifios y
adultos (sintomaticos y asintomaticos) en Bogota
Colombia, indican que la frecuencia de Lifocitos T
especificos fue muy baja comparada con la
respuesta a otros patégenos (42, 43). La magnitud
de respuesta homotipica y heterotipica a proteinas
no estructurales y de la capside intermedia, es
objeto de estudio (44).

Vigilancia de la infeccion por rotavirus. En la
reuniéon regional sobre la implementacion de la
vigilancia epidemioldgica de Rotavirus realizada en
Perii en 20083, los principales temas de andlisis
incluyeron el intercambio de experiencias, el
desarrollo de nuevas vacunas, las estrategias para
apoyar la evaluacién de la seguridad y eficacia de
nuevas vacunas en la region, los proyectos para
determinar la carga de la enfermedad y las
recomendaciones sobre el uso de técnicas de
neutralizacién y secuenciacion en el caso de nuevas



cepas no detectables por anticuerpos monoclonales
o RT-PCR (45).

Se agrega en dicho informe que: "El desarrollo de
vacunas contra la diarrea severa se basa, en parte, en
el concepto de la proteccién homotipica y heterotipica
gue se genera contra un serotipo G comun (vacunas
monovalentes) o contra multiples serotipos (vacunas
polivalentes). Por esta razéon es prioridad la
caracterizacion de los serotipos G y P mas comunes
para considerar su inclusién en vacunas. De igual
forma, después de la introduccion de la vacuna, se
necesita realizar seguimiento de las cepas circulantes
para determinar si las vacunas son efectivas contra
todos los serotipos y si existe entrecruzamiento de las
cepas vacunales con rotavirus salvajes humanos" (45).

Como es conocido, la vacuna tetravalente oral
licenciada en 1998 fue sacada del mercado en Estados
Unidos por estar asociada con invaginacién (39,46).
Actualmente estdn en experimentacion nuevas
vacunas en Latinoamérica. La Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) indica que hasta la
fecha los estudios realizados con la vacuna
pentavalente antirotavirica (G1, G2; G3 ,G4 ,P[1])
RotaTeq (Merck), muestra eficacia aproximada de
100% para enfermedad severa y de un 70% para
cualquier gastroenteritis por rotavirus; el ensayo de
eficacia e inocuidad esta en progreso. Ensayos de la
vacuna GSK( Glaxo, Smith Kline) en fase Ill estan
proyectados en paises latinoamericanos incluyendo
Colombia, para conocer la seguridad y eficacia de la
vacuna (45).

Epidemiologia y riesgo de infeccion. La infeccion
por RV se presenta en forma asintomatica y severa,
los brotes de infeccion nosocomial ocurren en salas
de pediatria (7). En las heces se vierten hasta 100
billones de particulas virales por mL. de heces (aun
en casos asintomaticos) y solo se necesitan 10 Mil
a 10 Millones de particulas virales para causar
enfermedad. Se estima que el riesgo de tener
infeccion por rotavirus es 1:1, de tener que buscar
consulta 1:5, de ser hospitalizado 1:65 y de morir
1: 293 (45). En paises con estaciones la infeccion
es mas frecuente en el invierno, en zonas tropicales
la estacionalidad es menos marcada. En Cartagena
(Colombia) la mayor incidencia de rotavirus ocurre
en los primeros meses del ano.

La via de transmision mas reconocida es la ruta
oro-fecal; se sospecha de la via respiratoria y el
aire. El contagio mas frecuente es de persona a
persona, pero puede ocurrir por contacto con objetos

y alimentos contaminados. La supervivencia del virus
en al ambiente por periodos prolongados, es un
aspecto por tener en cuenta en la prevencién y control
de la infeccion.

Los rotavirus grupo A, B y C infectan humanos
y animales; los grupos D a G se han asociado a
brotes de infeccion animales. El rotavirus grupo
(RVA) es causa importante de gastroenteritis severa
en menores de cinco anos, en paises desarrollados
y en via de desarrollo. La epidemiologia de la
infeccion difiere entre paises teniendo en cuenta la
edad temprana en que ocurre la primera infeccion,
la alta coinfeccion con otros enteropatdgenos, la
presencia de anticuerpos maternos transferidos, la
diversidad geneética de cepas circulantes y la
diferencia en el patrén estacional.

Infeccion por Rotavirus en Colombia. Informes
de la década del 80 y principios de los afios 90
sefialan que en Cartagena, Medellin y Bogota el
rotavirus grupo A (RVA) fue responsable de 20 a
50% de los casos de diarrea infantil.
(47,48,49,50,51,52,53). Entre 1998 y 2000, RVAfue
el agente responsable de 36.6% de casos de diarrea
en menores de tres anos en la costa norte
colombiana (54). Otro estudio reciente muestra
también que RVA fue el enteropatdgeno prevalente
en nifios con diarrea aguda menores de cinco afos,
en varias regiones del pais (55). El Instituto
Nacional de Salud informa que entre los factores
de riesgo para hospitalizacion por diarrea en
Colombia en el periodo de 2000 y 2001, el rotavirus
se asociod con riesgo de deshidratacion (OR:3,45 ;
IC1:71-7,00) (45).

Nuestros trabajos (47,52,54-56) han tenido como
objetivo conocer el comportamiento de la diarrea
por RVA en nifios de nuestra region y contribuir en
el conocimiento de la diversidad genética de las cepas
circulantes. Esta es la primera descripcién que se hace
en Colombia de los genotipos G y P de RVA asociados
a diarrea severa en 253 nifios menores de tres afios
de la costa norte de Colombia (56).

En las figuras 1y 2 se muestran respectivamente,
los patrones de migracién electroforética
(electroferotipos) y productos amplificados de
genotipos G y P detectados en muestras fecales de
los nihos estudiados. Todas las cepas detectadas
tenian el patron electroforético caracteristico 4-2-3-2
de RVA, en su mayoria electroferotipos largos, como
se ha informado globalmente (8, 13, 53, 21). La
variabilidad de la rata de migracion de los primeros
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Anadlisis eletroforético (SDS-PAGE) del RNA ds extraido de tres
muestras obtenidas de nifios con diarrea en la costa norte de
Colombia. Carriles 1y 2: cepas con electroferotipos largos; carril
3: cepa con eletroerotipo corto.

cuatro segmentos del RNA observada en algunas
cepas, sugiere la presencia de al menos ocho
patrones electroforéticos encontrados.

El hallazgo de tres genotipos G epidemiolo-
gicamente importantes, G1(57.9%), G3 (21.1%) y
G2(5.3%) en menor proporcion, contrasta con el
hallazgo en proporcion importante de G9 (15.8%). El
G9 considerado emergente, se ha detectado con mas
frecuencia en Brasil, Argentina, India y Ghana (22,
26, 28, 30), que en paises desarrollados (14, 21). Entre
los genotipos asociados a VP4, P[8] predominante
globalmente (12, 13,14, 15, 16 ) se detecté en menor
proporcién (14.5%) que P[4] (49.1%) y P[6] (36.4%).

La distribucién de genotipos en las ciudades
representada en la figura 3, muestra la circulacion
limitada de algunas cepas. En la figura 4 se muestra
que cepas no comunes tales como G3[P4] y GI[P6],
fueron ligeramente mas frecuentes que G1[P8], la
cual es reconocida como epidemiolégicamente
importante a nivel mundial (11, 12 14, 17).

Si bien la asociacion entre subgrupos y
electroferotipos de rotavirus esta definida, la
correlacion absoluta entre genotipos especificos y
patrones electroforéticos caracteristicos no se ha
demostrado todavia. Todas las cepas G1 [P8]
detectadas fueron patrdn largo similar a lo informado
en otros estudios (15, 19, 28). Sin embargo las cepas

Genotipos G y P de rotavirus detectados por RT-PCR en muestras
fecales de nifios colombianos en la Costa Norte. Carriles M
(derecha e izquierda) marcadores de peso molecular. Carril CA:
control positivo para genotipo VP4, carriles 1A, 2A y 4A: genotipos
P[6]. Carril 3A: genotipo P[4]. Carril CB: control positivo para
genotipo VP7, carriles 2B y 4B genotipo G1.

G9 P [6] y G1 P [4] compartian patrones largos y
cortos, en concordancia con resultados de otros
estudios (28, 30). Al parecer la relacion de cepas con
edad o severidad de la enfermedad no es clara,
nosotros detectamos P[4] en nifios sintomaticos
mayores de tres meses de edad, al igual que otros
informes (22, 32). En otros estudios P[4] se ha
asociado con infecciones asintomaticas y en neonatos
(57,58).

El indice de infeccion mixta (21.1%) encontrado,
es comparable con lo hallado en Brasil (24) e India
(15, 30). Nos llama la atencion la diversidad y la
circunscripcién de cepas en zonas cercanas que
difieren en sus condiciones geograficas y
demograficas. Es el caso de Sincelejo donde no se
encontraron electroferotipos cortos, tampoco
genotipos G2 y G9. Estudios similares en Australia
sugieren que la diversidad de cepas circulantes puede
estar relacionada con la densidad poblacional y
ubicacién geografica (10).

Dada la naturaleza segmentada del genoma
rotavirico, se producen rearreglos con relativa alta
frecuencia, generando un grupo particular de cepas
que pueden circular libremente con resultados
impredecibles. Esto representa un desafio por las
coinfecciones y la diseminacion de nuevas cepas
debido el amplio rango de huéspedes de rotavirus.



Sin embargo puede tener ventajas por su aplicabilidad
en la produccion de las vacunas rearregladas.

Puesto que el mecanismo por el cual se alcanza
proteccion contra rotavirus con la infeccion natural 6
con vacunas candidatas es pobremente entendida,
se hace énfasis en que los resultados de ensayos de
vacunas deben confirmarse en sitios donde circulan
diferentes serotipos para establecer su aplicabilidad
(38, 39, 45, 56). Por su parte, la OPS en su informe
prioriza acciones de diagnostico, seguimiento y
estrategias para determinar la eficacia de las vacunas
que se evaluan (45). Sin duda alguna, el monitoreo
de los cambios genéticos de las cepas circulantes
permite conocer las variantes genéticas de
importancia epidemioldgica y con base en esa
informacién, tomar las decisiones acertadas para el
control de la diarrea.

En conclusién: nuestros resultados revelan una
discreta deteccién de algunos genotipos globalmente
importantes, presencia de cepas poco comunes,
consideradas emergentes y una significativa
proporcion de infeccion mixta, semejandose al cuadro
epidemiolégico de otros paises en desarrollo de
América, Asia y Africa. Esta primera descripcion que
se hace de los genotipos de rotavirus asociados a la
diarrea infantil en Colombia, es una contribucién en
el desarrollo de estrategias para el control de la diarrea
y sirven de referencia en los ensayos de vacunas
candidatas en nuestro pais. @

Rotaviruses are an important cause of diarrhea
in infants and young children. It is estimated that
rotavirus is responsible of 800.000 deaths per year
in children under 5 years of age, mostly, in
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developing countries. Based on its genetic and
antigenic diversity the rotaviruses are classified on
groups, subgroups, serotypes and genotypes.
Distinct serotypes and genotypes of rotavirus have
been detected in humans and animals. Current
studies elsewhere, contributes of understanding of
the pathogenesis and the role of antibodies and T
cells in protection against rotavirus infection.
Epidemiological surveillance of rotavirus in Latin
America has been implemented in order to develop
strategies for the prevention and control of diarrhea.
In Colombia epidemiological studies have
demonstrated that rotavirus is the enteropathogen
more common causing infantile diarrhea. Recently
we detected the presence of rotavirus A in 36.5%
of children less than 3 years old with diarrhea, in
the Colombian northern coast. In addition, three of
the most common G genotypes, as well mixed
infections (with two or more genotypes) and
uncommon strains were detected. Key words:
Rotavirus- Diarrhea- Genotypes.
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