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Los rotavirus aislados de muestras dlarrelcas de infantes
atendidos por gastroenteritis en diferentes centros asistenciales
pediatricos de 13ciudad de Bogota, fueron sometidos a analisis
electroforetico de patrones de dsRNA. Los rota virus
examinados presentaron 11 segmentos de dsRNAs gen6micos
distribuidos en cuatro regiones, La movilidad electroforetica
de estos fragmentos gen6micos permitio agrupar los rotavirus
examinados en seis electroferotipos, correspondientes a los
tipos generales corto y supercorto, aparentemente diferentes a
los informados hasta ahora para Latinoamertca, En los
electroferotlpos cortos se observe variacien en los fragmentos
gen6micos 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9. Con base en estas diferencias se
establecieron cinco variantes, designadas en este trabajo con
las convenciones 81, 82, 83, 84 y 85. EI patron electrcforetico
supercorto (SSI) presento variacion en las regiones I y II del
electroferotipo. EI numero de muestras positivas encontradas
en este estudio, as. como su procedencia geografica, el corto
intervalo en que fueron tomadas y su heterogeneidad
electr oforerica sugieren una variabilidad genetlca
relativamente alta en los rotavirus que afectan a la poblaclon
infantil de Bogota.

INTRODUCCION

La gastroenteritis aguda es una de las primeras causas de
morbilidad y mortalidad en nifios con edades menores de cinco
afios en los paises en desarrollo (1-5). Se ha considerado que
los rotavirus son el agente etiologico viral mas importante de
estas gastroenteritis agudas (2-6). Los rotavirus, ademas de
causar diarrea en individuosjovenes de muchos mamfferos y
aves, fueron asociados en la gastroenteritis agudaen humanos
desde 1973 (2,7-10). Desde entonces, el conocimiento sobre
estos agentes virales se ha incrementado muy rapidamente
debido a su gran importancia econornica y clinica.

Las partfculas viralesde los rotavirus estan compuestas par II
segmentos de RNA de doble cadena (dsRNA) encapsidados
por protein as dispuestas en una doble capa (4,6,10-12). Esta
doble cubierta protefca esta compuesta par seis polipeptidos

(12), cuatro de los cuales conforman 1acapside interna (VPI,
VP2, VP3 YVP6), mientras que los dos restantes (VP4 y VP7)
se ubi can en la capside externa de la particula viral (11-13).
La proteina viral VP4 se hall a codificada por el segmento
genornico 4 y la VP7 por el segmento 7,809 dependiendo de
la cepa viral (9). Se ha demostrado que estas dos proteinas
presentan epftopes capaces de inducir anticuerpos
neutralizantes (14-20). Ademas se ha identificado que la
proteina VP4 presenta actividad de hemaglutinina (21) y que
su fragmentacion con tripsina, en los polipeptidos VP5 (60
KDa) y VP8 (28 KDa), incrementa la infectividad del virus en
cultivos cclulares (8,22). Sobre la base de las reactividades
serologias de las proteinas VP4 y VP7 se han identificado tres
subgrupos y siete serotipos, respectivamente (23).

Los estudios de los patroncs electroforeticos de los dsRNA
genornicos de los rotavirus han sido de gran utilidad en su
caracterizacion (21,24-29). Estos anal isis de dsRNA han
permitido establecer patrones electroforeticos tipicos y atipicos
(30),10 mismo que evidenciar la variacion genetica y evoluti va
de los rotavirus a traves de rearreglos genomicos, duplicaciones
y mutaciones (10,31).

EI genoma de los rotavirus esta conform ado por 11 segmentos
de dsRN A que pueden ser separados en ocho a I I bandas
diferentes por electroforesis en gel de poliacrilamida (6,21).

Los rotavirus comprenden, de acuerdo a sus patrones
electroforeticos, seis grupos distinlivos de los cuales A, B YC
se hall a comunmente en ani males y humanos, mientras que D,
E YF estan solo en animales (8). Los rotavirus del grupo A han
asociado con diarrea en infantes y los del grupo B con
epidemias severas en adultos y nifios en China. Los del grupo
Chan sido identificados esporadicamente en niiios con diarrea,
pero su significado clfnico no es claro aun. EI grupo A, donde
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se encuentran los mas cormines en humanos, se caracteriza
elecrroforericamente por 1a migracion de los I I segmentos
gen6micos en cuatro regiones distintivas. No obstante, el
patron elecrroforetico del grupo A presenta variacion en la
migraci6n de varios segmentos incluidos los de la region III,
que en algunas cepas migran en tripleta y en otras en dupleta.
Con base en diferencias en la rnigracion relativa de los
segmentos lOy II los rotavirus presentan tres patrones
clecrroforcticos denominados largos, cortos y supercortos (4,
I I).

En diferentes partes del mundo (21,24-29) han caracterizados
electroforeticamente numerosas cepas de rotavirus. En Mexico
han descrito rotavirus humanoscon dos patrones de rnigracion,
uno largo (2L) y otro corto (2S). Encada uno deestos patrones
se encontr6 ampl ia variacion en la migraci6n de los segmentos
genornicos 2, 3, 5, lay I I (25-28). Rotavirus aislados en Chile
presentaron patrones clectroforcticos muy similares a los
encontrados en Mexico, los cuales difieren notable mente de
los reportados por Kalica en 1978 para Washington (21). En
el campo medico los anal isis de los perfiles dedsRNA deestos
enterovirus han posibilitado estudios, en terrninos moleculares,
sobre etiologia y epidemiologia de la gastroenteritis aguda en
infantes de difcrcntes pafses (21,24-31).

En el presente trabajo se describe la variac ion de los patrones
electroforeticos de RNA de los rotavirus presentes en una
muestra de infantes atendidos por gastroenteritis en diferentes
centros asistenciales pediatricos de la ciudad de Bogota.

MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron muestras diarreicas de nifios con edades entre
seis meses y cinco afios, que ingresaron can gastroenteritis a
los centros asistenciales pediatricos: Clinica del Nino del
Seguro Social, Hospital Lorencita Villegas de Santos y Hospital
La Misericordia durante los meses de abril y mayo de 1994.
Un total de 300 individuos fueron muestreados. Las muestras
fueron almacenadas a - 20°C Y se proceso 0,5 ~ I g dentro de
las cuatro siguientes seman as para amUisis electroforetico de
patrones de dsRN A.

Extracci6n del RNA viral. Las muestras fueron homogenizadas
en bufferSTE2X(0.1 M Tris, 0.2 NaCI, 3mM EOTA, pH 6,8)
en una relacion de 1-2 g/5 ml y centrifugadas a 10.000 g por
15 minutos. EI sobrenadante (I ml) fue emulsificado con 0.7
ml de fenol, I mg de bentonita y 142 JlI de SOS al 10%
medianteagitaci6n portres minutos. Laemulsion se centrifugo
a 8000 g durante to minutos y la fase acuosa, que contiene los
acidos nucleicos, fue mezcladacon 2,5 volumenes de etanol y
0, I volumenes de acetato de sodio 3,5 M. Oespues de
permanecer a -20°C durante una hora los dsRNAs fueron
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precipitados por ceritrifugacion a 10000 g durante 10 minutos
y resuspendidos en volumen minimo (20 - 40 Ill) de buffer de
elcctroforesis (80mM acetato de sodio, 0,16M Tris, 4Mn
EOTA, 10% sacarosa, pH 7,8) (2). La suspension fue
centrifugada a 10000 g por 10 minutos y el sobrenadante
consrituyo la muestra de elcctroforesis.

Analisisde PAGE. Los segmentos dedsRNA fueron resueltos
par electroforesis en gel de poliacrilamida utilizando un
sistema discontinue (32) en condiciones no desnaturalizantes
libre de SOS. Se utilize un gel de concentracion de 4,5% de
poliacrilamiday unode resolucion de 10% de poliacrilamida.
EI buffer de las camaras fueO,025M Tris, 0, 192 M glicina, pH
8.3. Todos los bufferes contuvieron 2mM EOTA. La
electroforesis fue realizada a 100 v constantes durante 3,5
horas en una rninicarnara vertical (modelo 250 Hoefer). EI gel
fue teriido en una solucion acuosa de bromuro de etidio (I g/
rnl) en 2,5 mM de EOTA durante 15 minutos y fotografiado
usando un filtroanaranjado bajo luz ultravioleta, Posteriormente
los geles fueron tefiidos con nitrato de plata (33).

RESULTADOS

De las 300 muestras sometidas a analisis electroforetico 43
fueron positivas para rota virus poresta tecnica. Dentro de las
muestras positivas se observaron seis elcctroferotipos
correspondientes a los tipos generales corto y supercorto,
previamente descritos para otros parses (4, II ,21 ,24-29,34).
Estos rota virus, de acuerdo a su patron electroforetico de
dsRNAs, pueden ser incluidos en el grupo A. Este grupo se
caracteriza electroforeticamenre par presentar los segmentos
genomicos distribuidos en cuatro regiones (I: 1-4, II: 5-6, III:
7-9 y IV: 10-11) (Figuras I y 2).

En los electroferotipos cortos se observa variacion en los
fragmentos genornicos 2, 3, 5, 6, 7, 8, y 9. Con base en estas
diferencias se establecieron cinco variantes, designadas en
este trabajo con las convenciones S I, S2, S3, S4 y S5 (Figura
2). En los electroferotipos S I, S2 Y S310s fragmentos genomicos
de la region rn migran en tripleta, mientras que en S4 y S5 se
presentan a manera dedupleta. En S I el fragmento genomico
8 presenta menor migracion hallandose muy cercano al
fragmento 7, en tanto que en S2 y S3 los fragmentos 7,8 Y 9
son equidistantes. EI electroferotipo S3 se caracteriza por
presentar en la region II una aparente duplicacion de estos
segmentos. EI electroferotipo S5 difiere de los anteriores por
presentar en la region I solo tres bandas en lugar de las cuatro
usuales (Figura IA).

EI patron electroforetico supercorto (SS I), ademas de presentar
una menor mjgracion de los segmentos lOy I I, presenta 3
bandas en la region I, como el electroferotipo S5. Ademas el
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Figura I. Patron de bandas de dsRNA de rotavuvs aistados de infalltes call gastroenterttts. Etectrotoresis ell gel de potiacrttansida (If 10%. JOO \1COIIS/lIllfes.
4 tiaras. A. Cy D ttncion con bromuro de etidio. B tincion COIIII;/r(l/O de philo. t.as flechas indican dupticacion de segllleJlfOs ell 10 region tl (8) y conugracion
de .\'egmelltos ell fa region III (C).

52 52 55 551 51 52 53

1

2
3

4

10
11 --- 5

6--

c o

51 51 52- ~

.\-,j - I~ •.... -
- ..-- -

~ • •
• -• • -

205



C.A GUERRERO Y cots.

segmento genornico 5 presenta una menor migraci6n con
respecto a la observada en los dernas electroferotipos (Figura
I A). Adicionalmente, dentro de cada uno de loselectroferotipos
descritos se apreci6 una muy ligera variaci6n en casi todos los
segmentos genornicos. En las rnuestras positivas analizadas
los electroferotipos Sly S2 fueron los mas frecuentes (Tabla
1). Algunas de las muestras solo fueron positivas en la tinci6n
can nitrato de plata, la cual tiene una mayor sensibilidad y
agudeza en los perfiles (Figura I B).

Tabla I. Porcentaje de cat/a etectroforeiipo ell las lIIueSlms positives
analiradas.

Elcctroferotipos Porcentaje

SI 33.3
S2 43.3
S3 3.3
S4 10.0
S5 3.3
SSI 7.0

DISCUSION

De las 300 muestras diarreicas de infantes exarninadas solo
15% fueron positivas para rotavirus, por la tecnica de
electroforesis en gel de poliacrilarnida. Este porcentaje resulta

bajo, pues se conoce que en el mundo, en promedio 75% de las
gastroenteritis son causadas por rotavirus (2). Sin embargo, en
un trabajo preliminar (datos no publicados) el 50% de 120
muestras analizadas serol6gicamente (Rotazyme, Abbot)
fueron positivas para rotavirus. EI bajo porcentajederotavirus
encontrado en este estudio puede deberse, en parte, a que los
pacientes muestreados son ambulatories con cuadra clfnico no
agudo y la rnayoria con diarrea semis6lida, en tanto que los
rotavirus son causantes de gastroenteritis aguda, caracterizada
por diarrea liquida de diffcil recoleccion. Adernas se conoce
que la tecnica de electroforesis tiene baja sensibilidad respecto
a la tecnica serol6gica.

Los rotavirus examinados presentan los 11 segmentos de
dsRNAs gen6micos distribuidos en cuatro regiones, por 10 que
pueden ser incluidos en el grupo A (Figura 2). Adernas estos
patrones corresponden a los tipos corto y supercorto, que son
los mas comunes del subgrupo I, excepto que algunos de los
segmentos genornicos mostraron movilidades relativas
diferentes.

La movilidad electroforetica de los fragmentos gen6micos
permiti6 agrupar los rotavirus examinados en seis
electroferotipos, aparentemente diferentes a los reportados
hasta ahora para Latinoamerica (21,24-28). Esta agrupaci6n
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Figura 2. Representacion esquemcnica de los electroferogramas de dsRNA de rotavirus aisiados de injantes COil gastroenteritis. Los mimeros arabigos
identifican los segmentos de dsRNA genomicos y 10.\'romaflos indicanlas diferentes regiones ell que estos se agrupa/l.
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se realiz6 utilizando los parametros empleados por otros
autores paraclasificar los rotavirus de diferentes paises (21,29).
Los patrones electroforeticos de migraci6n fueron agrupados
en seis electroferotipos con base en diferencias en la migracion
de por 10menos un segmento gen6mico (Figura 2).

Cinco de los electroferotipos de tipo corto (S I aS5) presentaron
una movilidad lenta de los segmentos gen6micos lOy I I,
mientras que SS I, al presentar una movilidad aun mas lenta de
estos segmentos fue c1asificado como supercorto. Resulta
interesante la ausencia, a] menos en las muestras analizadas,
de electroferotipos largos, que ocurren con alta frecuencia en
otros paises (21,24-28).

Los segmentos gen6micos que presentaron mayorvariabilidad
en movilidad en las muestras examinadas y que pennitieron el
agrupamiento en seis electroferotipos fueron los 2, 3, 5, 6, 7,
8,9, 10 y II. Laregi6n III present6 variaci6n en al menos uno
de sus componentes. Teniendo en cuenta que uno de estos
segmentos codifica para la protefna VP7, implicada en la
antigenicidad e inmunogenicidad de la partfcula viral, existe
la probabilidad de que algunas de estas variaciones en
migraci6n esten asociadas con diferencias sero16gicas y de
grado de patogenicidad. De esta manera las variaciones
observadas pueden significar diferencias patogenicas entre
estos rotavirus.

EI rnirnero de muestras positivas encontradas en este estudio,
asf como su procedencia geografica, el corto intervalo en que
fueron recolectadas y su heterogeneidad electroforetica
sugieren una variabilidad genetica relativamente alta en los
rotavirus que afectan ala poblaci6n infantil de Bogota. Los
electroferotipos hall ados no son aparentemente iguales a
ninguno de los descritos por otros autores en diferentes partes
del mundo, incluido Mexico, Chile y Norteamerica. La
morbilidad descrita en este trabajo, que pod ria ser mayor a
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nivel nacional, permite suponer que los rotavirus estan
implicados en una amplia gam a de cuadros clinicos de
gastroenteritis, desde leves hasta severos, y que pueden
igualmente afectar un numero variado de individuos. No
obstante, esta di versidad de cuadros clfnicos esta dada no solo
par las caracterfsticas de los rotavirus, sino muy probablemente
por las caracteristicas geneticas de los individuos afectados.
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SUMMARY

Genomic dsRNAs of rota virus isolated from children affected
with gastroenteritis in pediatric helth centres of Bogota were
submitted to an electrophoresis pattern analysis. Examination
of their genome profiles showed II dsRNA segments
distribuited among four regions. The relative electrophoretic
migration of the genomic fragments showed six different
electropherotypes which were apparently different from those
previously reported in other latinoamerican countries. All the
electropherotypes found corresponded to the short and
supershort general types. Short electropherotypes revealed
variations in genomic fragments 2, 3, 5, 6, 7, 8 and 9.
According to these variations five variants were established,
which we named S I, S2, S3, S4, and 55. The supershorI
electropherotype (S5 I) exhibited variation in the
electropherotype regions I and II. The number of positive
samples analysed, the geographical origin, the short collection
time and the electrophoretic heterogenity suggested a genetic
variability relatively high for rotavirus isolates affecting
infant population in Bogota.
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