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ABSTRACT. 131 diarrheic samples obtained from children taken to the emergency room of the Miseri-
cordia Hospital in Santafé de Bogoti were cultivated for rotavirus. These virus were found to be etiologi-
cal agents for the diarrhea in 42 (32%) of the patients. In order to characterize electrophoretically the ro-
tavirus they were cultured in cell line MA-104, total RNA was extracted and subjected to electrophoresis
in SDS-PAGE and then the retrotranscription polymerase chain reaction. Eight different electrophoretic
patterns were found. All patterns correspond to group A. Eight positive PAGE samples and the control
type RRYV were cultured in cell line MA-104. Viral growth was found only in the control and four of the
samples. Total RNA was extracted from all five infected cultures and gene 9, which codifies for protein
VP7 was amplified, All four samples and the control were shown to be G3. The finding of eight different
electrophoretic types, all of them belonging to group A, show a diversity in co-circulating rotavirus
strains. These findings contribute to 2 better understanding of viral acute gastroenteritis natural history
and should help in developing new epidemiological vigilance strategies, prevention and control of rotavi-
rus in children population of Santafé de Bogota.
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RESUMEN. Con el objeto de caracterizar por electroforesis cepas de rotavirus circulantes en nifios de la
ciudad de Bogota y tipificar por medio de RT-PCR, la proteina VP7 se analizaron 131 muestras diarreicas
de nifios que asistieron a consulta de Urgencias del Hospital de la Misericordia, en la ciudad de Bogoti. Se
realizaron cultivos virales en la linea celular MA-104, electroforesis de RNA en SDS-PAGE
(Electroferotipos) y RT-PCR (Retrotranscripcitn y reaccién en cadena de polimerasa). Los rotavirus fue-
ron detectados como agente causal en 42 (32%) de estos pacientes. Se encontraron ocho patrones electro-
foreticos. Las muestras analizadas presentaron un patrén correspondiente al grupo A. Ocho muestras po-
sitivas por PAGE y la cepa control RRV fueron aisladas en cultivos celulares de la linea MA-104 obtenien-
do crecimiento en sélo cuatro de ellas y en la cepa control. El RNA total extraido de los cinco cultivos in-
fectados fue utilizado para amplificar el gen 9 que codifica para la proteina VP7. Con la técnica de RT-
PCR se lograron tipificar cuatro cepas clinicas y una de referencia como G3. La presencia de ocho dife-
rentes patrones electroferotipicos, todos del grupo A demuestran la diversidad electroforética de las cepas
de Rotavirus co-circulantes. La metodologia descrita y los resultados obtenidos, redundarin en un mayor
conocimiento de la historia natural de la GEA, y contribuirdn al desarrollo de estrategias de vigilancia
epidemiolbgica, prevencion y control de los rotavirus en la poblacién infantil de Santafé de Bogots.
Palabras Clave: Rotavirus, RT-PCR, Electrophoretic Types.

INTRODUCCION dios de deteccién, antigenicidad y tipificacién molecular se

han convertido en una prioridad en el mundo, A través de

© - La gastroenteritis aguda (GEA) producida por rotavi-  estas técnicas es posible evaluar en forma mas precisa la

' “fus, es uno de los principales problemas de salud durante  infeccién, la naturaleza de sus variantes y su circulacion en
. fos'primeros afios de vida en los niftos del mundo entero.  un 4rea determinada.

. En paises en vias de desarrollo donde las condiciones de Son pocos los estudios sobre ¢l comportamiento epide-

I -sineamiento no son las adecuadas y la contaminacién oro-  miolégico y molecular de este virus en nuestra poblacién,

E -Meal es constante, se hace mas dificil su control. Los estu-  algunos sélo informan la prevalencia de la enfermedad que
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oscila entre un 15 y un 48%.%%% Los resultados de investi-
gaciones reportadas por Guerrero et al. y Bermeo en 1994
realizadas con muestras diarreicas de nifios de la ciudad de
Bogota, reportan cocirculacién de cepas en un mismo gru-
po de individuos en un mismo periodo de tiempo.>'°

Caracterizar molecularmente el rotavirus es necesario
para entender su patogenia y a su vez, da un conocimiento
para la elaboracién de la vacuna que tanto necesitan nues-
tros infantes.

La caracterizacion del rotavirus por cepas puede darse
tanto por la proteina VP7, que determina ¢l serotipo G, por
la proteina VP4, que da el serotipo P, como por los cam-
bios electroforéticos que pueden comprometer el tamafio
de cualquiera de los 11 segmentos del RNA viral, lo cual
se hace evidente en la electroforesis. Cada pardmetro de
caracterizacién es independiente, de tal manera que pueden
encontrarse un serotipo G con cualquier serotipo P y cual-
quier patrén electroforético, no obstante existen asociacio-
nes comunes como por ejemplo, G2P2 que es de patrén
corto.

El concepto de cocirculacidn puede entenderse como la
presencia de dos o mas cepas virales circulantes de manera
simultanea en una misma regidn en un mismo
periodo de tiempo.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar con técnicas
de biologia molecular las cepas de rotavirus encontradas
utilizando para esto ia electroforesis y la-RT-PCR y asi dar
un primer paso en la serotipificacién de las cepas circulan-
tes en esta poblacién.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de las muestras. Para el presente estudio,
131 muestras de materia fecal fueron obtenidas de nifios
menores de 5 afios que ingresaron a la consulta de urgen-
cias del Hospital de la Misericordia de Santafé de Bogota
por presentar sintomatologia de GEA. En la recoleccion
de las muestras se tuvieron en cuenta datos como la edad
det paciente, sexo y los resultados del examen coproscopi-
co (pH, déficit de disacaridasas, moco, grasas).

Las muestras fueron recolectadas durante un periodo de
un afio entre Junio de 1995 a Junio de 1996 y fueron alma-
cenadas a -70°C hasta su procesamiento en el laboratorio.
Como cepas de referencia se utilizaron la Wa, DS-1, P,
W161 y 69M de origen humano y la RRV de simio, obte-
nidas de los Centros de Control y Prevencién de Enferme-
dades (CDC) de Atlanta (EEUU).

Extraccién del RNA a partir de muestras de mate-
ria fecal y electroforesis en geles de poliacrilamida. El
protocolo utilizado para 1a obtencion del RNA, fue el de
Chomezynski y Sacchi.? Para el analisis electroforético, 30
pg de RNA viral se colocaron en los geles de poliacrilami-
da en condiciones no desnaturalizantes.'’ La electroforesis
del RNA, se realiz6 a 120 V por 14 h en una cAmara de
electroforesis vertical. Los geles se tifieron con nitrato de
plata’ y se fotografiaron utilizando una pelicula a color
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Deteccién del efecto citopstico y amplificacién viral.
Para el cultivo viral se utilizé la linea celular MA-104 deri-
vada de rifién de mono rhesus obtenida de la Corporacion
Colombiana de Investigacién Agropecuaria (CORPOICA}
y del laboratorio de Virologia del Instituto Nacional de Sa-
lud. En ella se inocularon ocho muestras positivas, previa-
mente centrifugadas para eliminar la presencia de contami-
nantes. Las muestras se escogieron dependiendo de la can-
tidad de RNA que se obtuvo. Se prepararon suspensiones
de materia fecal 1:5 en medio MEM,; y se trataron con 300
1l de tripsina de 20 pg/ml. Las monocapas celulares fueron
lavadas con una solucidén tampén, posteriormente se les
agregé el indculo y se dejaron en adsorcion durante | h a
37°C. Al finalizar se adicionaron 5 ml de medio de mante-
nimiento que contenia tripsina en una concentracién de |
ug/ml sin suero fetal bovino. Como control negativo se
utiliz6 un inéculo con volimenes iguales de MEM vy tripsi-
na de 20 pg/ml el cual se someti6 al mismo procedimiento
que las muestras." %

Las células inoculadas se observaron cada 24 h hasta de-
tectar €l efecto citopatico. Como controles se utilizaron las
cepas de referencia obtenidas de los CDC de Atlanta. Para
comprobar la presencia del virus dentro del cultivo se reali-
z6 una segunda electroforesis en PAGE (coelectro-foresis).

Ensayos de purificacién del RNA de rotavirus ex-
trafdo de materia fecal con celulosa CF-11. Para aumen-
tar la pureza del RNA extraido tanto de las muestras de
materia fecal como de los cultivos celulares e impedir la
accién de inhibidores de la amplificacién por PCR, se utili-
z6 el protocolo descrito por Wilde.* 50 ul de RNA se dilu-
y6 en 400 p! de regulador TEN (Tris HCI 200 mM, NaCl,
1 mM, EDTA 15 mM), se adicionaron 60 pl de etanol al
95%, 30 mg de celulosa CF-11, la mezcla se homogenizd
por 10 seg y agité 90 min a 4°C. Finalizada la agitacién, se
centrifugé por 4 min, El sobrenadante se descarté y el sedi-
mento se lavé tres veces con solucidn STE (NaCl; 0.1 M,
EDTA 0.001 M, Tris HCI 0.05 M pH 7.0) que contiene
etanot al 15% y con la misma solucién pero sin etano! para
separar el RNA de la celulosa. Después de una centrifuga-
cidn de 5 min, el sobrenadante se separd y precipité con
acetato de solio 0.3 M pH 5.4 y 1 ml de etanol y refrigera-
do durante 1 h a -20°C. Finalizada la precipitacién, se cen-
trifugé por 20 min, el sedimento se¢ 1av6 con etanol al 70%,
se dej6 secar a 37°C y se diluyd con 50pl de agua tratada
con DEPC. El RNA obtenido fue analizado en geles de
agarosa desnaturalizantes.*

Transcripcién reversa-Reaccién en cadena de la po-
limerasa (RT-PCR). El RNA fue obtenido a partir de 10
muestras positivas y 10 negativas por PAGE y del RNA
total extraido de la monocapa de cultivo celular de las ce-
pas aisladas (4 muestras de campo, la RRV de referencia y
3 negativas).*® La técnica de RT-PCR se llev6 a cabo si-
guiendo el protocolo descrito por Gouvea et al.’

Para seleccionar los iniciadores, fueron escogidas se-
cuencias Unicas del segmento del gen nueve de Jos extre-
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mos 3"y 57 los cuales codifican para la glicoproteina VP7,
y son altamente conservadas para todos los rotavirus del
grupo A (BEGY 5° GGCTTTAAAAGAGAGAATTTC 3’
y RVG9 5° GGTCACATCATACAATTCT 3°), Para tipifi-
car las cepas de rotavirus se sintetizaron seis iniciadores
internos a partir de la cadena complementaria de regiones
variables en el gen nueve 5’ a 3°:
Para el serotipo G8 : aAT8 GTCACACCATTTGTAAAT-
TCG,{nt 178 al 198}; el serotipo G1 aBT1 CAAGTACT-
CA-AATCAATGATGG {nt 314 al 335}, el serotipo G2
aCT2 AATGATATTAACACAT TTTCTGTG {nt 411 al
435}; el serotipo G4 aDT4 CGTTTCTGGTGAGGAGTTG
{480 al 498}; el serotipo G3 aET3 CGTTTGAAGAAGT-
TGCAACAG {689 al 709}; el serotipo G9 aFT9 CTAGA-
TAGTAACTACAACTAC {nt 757 al 776}.1>14

1ul (1.5 pl) del RNA de doble cadena extraido fue usa-
do para la obtencién del DNAc. El RNA fue desnaturaliza-
do por 10 min a temperatura ambiente con 1 pl de dimetil
mercurio (100 mM); para la posterior neutralizacién del
dimetil mercurio se le adicioné 125 pl de 2-f-
mercaptoetanol (0.7 M) se dejo en hielo hasta adicionarle 8
ul de una premezcla que contenfa 2 pl de regulador M-
MLV 5X (250 mM de Tris HCI pH 8.3, 375 mM KCl, 15
mM MgCl) 1 ul de DTT (0.1 mM), 2 ul de una mezcla de
dNTP’s (10 mM), 0.5 pl de RNAsina (20 U) 0.5 pl de la
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enzima M-MLV RT (100 U), 1 ul del iniciador Beg 9 {16
pM) ¥ 1 ul de iniciador RVG 9 (16 pM). La sintesis de
DNAc se llevé a cabo a una temperatura de incubacién de
25°C per 10 min, 42°C por 30 min, con inactivacién de la
enzima a 95°C por 5 min y 5°C por 5 min antes de prose-
guir con PCR342426

Para la primera amplificacién se prepararon 40 pl de
una mezcla de reaccion de PCR que contenia 4 pl del regu-
lador 10X sin Mg (200 mM Tris HCI pH 8.4, 500 mM
KCI) 4 ul de MgCl, (50 mM), 0.5 ul de Taq polimerasa
(2,5 U/pl ), 4 pl de la mezcla de dNTP's (10 mM), 1 pl del
iniciador Beg 9 (16 uM} y 1 pl del iniciador RVG 9(16
pM) complementando el volumen final con agua destilada
tratada con DEPC. A esta mezcla se le adicionaron 10 pl
del DNAc. La reaccion final fue colocada en un termoci-
clador PTC-100 (MJ. Research} con un paso inicial de de-
naturacion de 96°C por 5 min seguido de 35 ciclos ( 94°C
por 2 min, 51°C por 1.5 min, 72°C por 2 min). Al finalizar
el ciclaje se continué con una incubacién de 72°C por 8
min y por tltimo 4°C por 5 min.

Una segunda reaccién de PCR fue realizada para tipifi-
car las cepas aisladas de los procesos diarreicos que fueron
sembradas en cultivos celulares, para ello se utilizé el ini-
ciador BEG 2 vy los 6 iniciadores internos (aAT8, aBT1,
aCT2, aDT4, aET3, aFT%) utilizando las mismas concen-

S2 S3 S3

FIGURA 1. Andlisis electroforético por PAGE de RNA extraido de rotavirus de materia fecal de pacientes admitidos por
EDA en el Hospital de la Misericordia. Carril 1, patrén L1; carril 2, control negativo; carril 3, patrdn Ss; carril 4, patrén

82; carriles 5 ¥ 6 patrén S3. I, IL, IIT y IV grupos de bandas.
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FIGURA 2. Anélisis electroforético por PAGE del RNA de rotavirus extraido de pacientes admitidos por EDA del Hospi-
tal de la Misericordia. Carriles 1 y 2, patrén L1; carriles 3 y 5, patrén S1; carriles 4 y 6, patrén S4. Notese las diferencias
entre el patrdn largo y el patrén corto con respecto a la migracion de los segmentos 10 y 11,

I, IT, T y IV grupo de bandas.
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Fig. 3. Coelectroforesis de RNA de rotavirus antes y después det cultivo celular. Carril 1, cepa de referencia RRV de
origen de simio, carriles 2, 4, 6 y 8 RNA obtenido de muestras de materia fecal; carriles 3, 5, 7y 9 ARN obtenido de culti-
vo celular, Tincién con bromuro de etidio.
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FIGURA 4. Tipificacién de cepas de rotavirus por RT-PCR a partir de RNA de cultivos celulares; Carril 1, marcador de
peso molecular, carril 2, control negativo; carril 3, control positivo cepa de referencia RRV de origen de simio, con inicia-
dores internos, carriles 5, 7 y 9 muestras clinicas después de su paso por cultivo celular, amplificadas con iniciadores inter-

nos. Observe la banda localizada a 1a altura de 374 pb.

traciones de la reaccidn anterior,

Para verificar la amplificacién a 10 pl de cada reac-
cion, se le adicionaron 2 yl de regulador de llenado (azul
de bromofenocl 0.05%, sucrosa 40%, EDTA 0.1 M y SDS
0.5%} y se dispensaron en un gel de agarosa al 1.2% prepa-
rado con regulador TBE 0.5X; como marcador de peso
molecular se utilizé un DNA de 100 pb. El gel fue someti-
do a una electroforesis horizontal por 1.5h a 90 V y colo-
reado con 100 ml de bromuro de etidio (2 pg/ml} durante
15 min y luego decolorado por 5 min en agua destilada.

Los productos amplificados fueron fotografiados bajo
luz UV en un transiluminador con una cémara polaroid con
pelicula 667.

RESULTADOS

Anilisis electroforético en geles de poliacrilamida. De
131 muestras de nifios menores de 5 afios, sélo 42 (32%)
fueron positivas para el rotavirus. Todas mantuvieron la
migracién caracteristica del grupo A.

Se encontraron ocho diferentes electroferotipos. Para
clasificarlos se utilizé la movilidad de los segmentos 10 y
11 como patrén corto S (Short), patrén largo L (Long) ¥
patrén super corto Ss (super-short). Esta denominacion se
acompafid de los nameros 1, 2, 3 y 4 para agrupar las ban-
das y diferenciar los patrones y asi, determinar la diversi-
dad electroforética existente entre las cepas (Fig. 1 y 2).

Las ocho cepas encontradas fueron nombradas de ma-
nera arbitraria como L1,L.2, L3, §1, §2, 83, 84 y Ss.

Cultivos celulares y coclectroforesis. Para el aisla-
miento del rotavirug en la linea celular MA-104, se usaron
ocho muestras de materia fecal positivas para rotavirus por
PAGE. La presencia viral se determiné mediante la visuali-
zacidén del efecto citopético de redondeamiento celular en-
tre el 40 y el 100% de las células. Este efecto sélo se logrd
en cuatro de las ocho cepas de campo y en la cepa RRV.
Las otras muestras no lograron mostrar efecto hasta el pase
11 que se mantuvo el cultivo. Para comprobar la presencia
del virus en los cultivos celulares que presentaron el efec-
to, se realizé un analisis del RNA por PAGE a partir de los
sobrenadantes. De esta forma se evidencié la presencia del
patrdn caracterfstico del rotavirus del grupo A. Estos patro-
nes fueron comparados con los originales obtenidos del
RNA extraido de muestras de materia fecal (coelectro-
foresis) evidenciando la estabilidad de la cepa en el proce-
so de manipulacion, obteniéndose el mismo electroferotipo
(Fig. 3).

Amplificacion del segmento del gen 9. Diez muestras
positivas y tres negativas por PAGE, a las cuales se les rea-
lizd la extraccion del RNA total para la RT-PCR mostraron
resultados negativos al no visualizarse ninguno de los pro-
ductos amplificados esperados en el gel de agarosa.

Para eliminar sustancias inhibidoras de la RT-PCR, se
realizé un iratamiento del RNA total con celulosa CF-11
que ba sido utilizada por otros investigadores, sin embargo
tampoco se obtuvieron resultados positivos.
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Con ¢l RNA obtenido de las muestras aisladas de culti-
vo celular {cuatro cepas de campo y la cepa RRV) a las
cuales se les hizo la extraccién directamente de la monoca-
pa celular, se trabajaron con la RT-PCR logrando eviden-
ciar un producto de 1062 pb en la primera reaccién en la
cual se usaron los iniciadores Beg 9 y RVG 9 correspon-
diente al tamano del gen 9 que codifica la proteina VP7 del
grupo A del rotavirus y que clasifica las cepas como seroti-
po G (Fig. 4 carriles 3, 4, 6 y 8). En una segunda reaccién
donde se utilizd la mezcla de iniciadores internos, se obser-
v6 un producto de 374 pb especifico para la cepa serotipo 3
dado por el iniciador aET3 (Figura 4 carriles 5, 7, v 9).

DISCUSION

La electroforesis de RNA del rotavirus ha demostrado
ser una herramienta valiosa para la diferenciacidn epide-
miolégica de cepas presentes en un 4rea geogréfica deter-
minada. .

En el presente trabajo se encontré que de 131 muestras
analizadas por PAGE, 42 (32%) fueron positivas parg rota-
virus; con patron caracteristico del grupo A, por la distri-
bucién de los segmentos 4-2-3-2. No se observaron coin-
fecciones, pues no se presentd en ninguno de los corridos
mas de 11 segmentos.

Al comparar estos datos con los de varios investigado-
res, se encuentra diversidad en el corrido electroforético
dentro de los virus en la comunidad, esto puede ser dado
por factores, como por ejemplo, la presencia de lluvia en la
época en que se realiza el muestreo, que aumenta la apari-

cién de este virus dentro de una poblacién y por ende, au-

menta la posibilidad de variaciones,'®"22

Se observd la cocirculacién de ocho electroferotipos
diferentes, lo cual confirma una diversidad genética dentro
de las cepas circulantes, Por otra parte, se hizo evidente la
presencia de patrones largos, lo cual habia sido reportado
por investigadores de fuera de nuestro pafs,'2'3152 ya que
en Colombia, en los reportes de 1994, sélo aparecia el pa-
tron corto.>'?

De los ocho electroferotipos, solamente uno presentd.

igual movilidad electroforética a las cepas reportadas por
Guerrero y Bermeo, lo cual podria indicar la presencia de
nuevas cepas deniro de la misma Area geografica, posible-
mente debidas a una reorganizacién gendmica que puede
ser causada por mufaciones punfuales o por reorganizacién
de los segmentos en coinfecciones.

Este trabajo se inicié con volimenes muy pequefios de
muestras. Por esta razdn se realizaron cultivos celulares
previos a la electroforesis buscando amplificar la cantidad
de virus en ellas. Este procedimiento si bien no es rutina-
rio, colabora con la purificacién viral y elimina enzimas y
sustancias de la materia fecal que pueden generar proble-
mas tanto para la electroforesis como para la amplifica-
cién. Esta es la razdén por ia cual sélo se logré el resultado
de tipificar cuatro muestras.

Electroferotipos de Rotavirus

Los resultados obtenidos después de la inoculacién del
virus en la linea celular MA-104, mostraron que cuatro
muestras de campo no pudieron ser aisladas a pesar de se-
guir las condiciones conocidas de utilizar tripsina. Este
fenémeno se debe posiblemente a una menor cantidad de
virus inoculado, a una menor virulencia de la cepa o a la
temperatura a la cual se almacenaron, Tietzova y Petrovi-
cova,? encontraron que muestras mantenidas a -20°C no
desarrolian un efecto citopético claro. A las cepas de refe-
rencia se les realizd el mismo procedimiento de las cepas
de campo, sin embargo, s6lo la RRY, mostré un claro efec-
to citopético.

Algunos investigadores han reportado una asociacién
de los patrones electroforéticos con el serotipo de cada ce-
pa; el pairén corto ha sido relacionade con el serotipo G2 y
el patrén largo con G1, G3, y G4.!%1%2L3 Estos datos con-
cuerdan con los nuestros ya que las cepas aisladas de cult-
vos celulares presentaron un patrén largo. La cepa RRV
estd clasificada como serotipo G3 y mostrd un patrén elec-
troforético largo.

Ninguna de las muestras que presentaron patrén corto
pudieron ser aisladas en el cultivo celular, ni tipificadas

RT-PCR, pero, basados en los estudios menciona-
dos,'21-1921 ge podria especular, que la mayorfa de las ce-
pas examinadas en este trabajo que presentaron patron cor-
to, pertenecen al serotipo G2.

Los resultados obtenidos permiten concluir que existe
una gran diversidad genética en las cepas de rotavirus co-
circulantes. De igual manera, la utilizacién de las metodo-
logias descritas en este estudio, redundard en un mayor
conocimiento de la historia natural de la enfermedad, v
contribuira al desarrollo de estrategias de vigilancia epide-
mioldgica, prevencién y control de GEA por rotavirus en
la poblacién infantil.
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