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Resumen. De junio de 1992 a mayo de 1993, se detectaron por ensa
yo inmunoenzimático (ELISA) 159 casos positivos a rotavirus de 321 niños 
(49,5%) hospitalizados por diarrea aguda. De las 159 muestras positivas 
por ELISA se escogieron 80 al azar para el análisis de subgrupos y seroti
pos de rotavirus humanos del grupo A. Por ELISA se detectaron 9 (11,3%) 
muestras pertenecientes al subgrupo 1, 46 (57,5%) al subgrupo 11 y 25 
(31,3%) que no pudieron ser agrupadas. El serotipo G 1 se encontró en 52 
casos [65,0%), G2 en 11 casos (13,8%), G3 en 1 caso (1,2%) y 7 casos 
[8,8%) mostraron más de un serotipo. Por electroforesis se detectaron ban
das de ARN rotaviral en 137 muestras (42.7%). El patrón largo (59,1%) pre
valeció sobre el corto [35,8%), y por coelectroforesis se encontraron ocho 
electroferotipos distintos en todo el periodo de estudio. Estos resultados 
ilustran la gran variedad de cepas de rotavirus humanos en esta región del 
país. 

Prevalence of subgroups, serotypes and electropherotypes of 
humans rotavirus in Cumana. Venezuela. 
Invest Clin 1998; 39(1): 39-51. 
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Abstract. From June 1992 to May 1993, rotaviruses were detected by 
an immunoenzymatic assay, in 159 (49.5%) of 321 children admitted to the 
hospital with acute diarrhea. Of the 159 cases ELISA positive, 80 samples 
were chosen at random to investigate subgroups and serotypes of group A 
human rotavirus. By the ELISA test 9 (11.3%) of the strains were subgroup 
1, 46 (57.5%) were subgroup n, and 25 (31.3%) could not be grouped. The 
serotype G 1 was identified in 52 cases [65%), G2 in 11 cases (13.8%), G3 in 
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1ca.se U.2%1. and 7cases {B.BOk} showed more than one serotype. By elec
trophoretic analysis of viral RNA, 137 (42.7%) of the samples exhlbited an 
RNA pattern. The long pattern (59.1%) prevalled over the short pattern 
(35.8%). and by coelectrophoresis 8 different electropherotypes were found 
throughout the period of study. These results ilustrate the great variety of 
rotavirus strains ín this reglon of the countIy. 

Recibido:13-5-97. Aceptado: 17-2-98. 

INTRODUCCIÓN 
La apariencia morfológica de 

los rotavirus es distintiva. las partí
culas virales completas están forma
das por tres capas proteicas (1). En
tre las proteínas destacan por su 
importancia en las especificidades 
antigénicas la VP6, VP4 Y VP7 (3). El 
antígeno para grupo y subgrupo 
(VP6) está localizado en la capa in
termedia, antes denominada cápside 
interna. A través de métodos seroló
gicos y genéticos se han identificado 
siete grupos virales (de A a G) que 
infectan animales y humanos (3), 
siendo el grupo A el más frecuente
mente encontrado en los casos de 
diarrea aguda en infantes y niños 
jóvenes (2,3). Dos subgrupos dife
rentes se han determinado por 
pruebas serológicas con anticuerpos 
monoclonales: subgrupo 1 (SG 1) y 
subgrupo IJ (SG II). Los antígenos 
para serotipos (vp4 y VP7) están si
tuados en la capa externa del virión 
y por pruebas de hibrldización y de 
secuenciación de estas proteínas se 
han podido identificar en humanos 
ocho serotipos diferentes para VP4 
(serotipos P), y 14 para VP7 (seroti
pos G), de los cuales del G 1 al G4 
son los más importantes en la epi
demiologia de las diarreas (3. 5). 

El genoma de los rotavirus con
siste de once segmentos de ARN de 
doble cadena que pueden ser sepa
rados por electroforesis en geles de 
poliacrilamida (PAGE) y formar pa
trones electroforéticos o electrofero
tipos caracteristicos para cada cepa 
viral (6,7). Basados en la diferencia 
de migración del segmento once de 
ARN viral por PAGE se ha podido 
clasificar a los rotavirus del grupo A 
en dos patrones electroforéticos 
principales: RVH de patrón largo y 
de patrón corto (8,9), que se han 
asociado con los subgrupos serológi
cos SG II y SG 1 respectivamente 
(10,11). 

El uso de PAGE en estudios 
epidemiológicos no es sólo útil para 
el análisis de las variaciones genéti
cas entre rotavirus del grupo A den
tro de una población, sino también 
para la detección de rotavirus atípi
cos cuyos segmentos de ARN viral se 
distribuyen en el gel de manera dife
rente a los rotavirus del grupo A 
(12.13), así como también para de
tectar segmentos extra genes 
(14,15). 

El presente trabajo tuvo como 
objetivos principales el estudio de 
subgrupos y serotipos de rotavirus 
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humM10~ d~l ~ruDO A. a~í como 
también el estudio molecular de su 
genoma. en niños diarreicos reclui
dos en la Sala de Rehidratación del 
Hospital Universitario Antonio Patri
cio de Alcalá de Cumaná. Venezue
la. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Muestras fecales 
Un total de 321 muestras feca

les fueron obtenidas a partir de 
igual número de niños diarreicos 
menores de cinco años de edad re
cluidos en la Sala de Rehidratación 
del Hospital Universitario Antonio 
Patricio de Alcalá. de Cumaná. en el 
lapso comprendido entre junio de 
1992 a mayo de 1993. Las heces se 
transportaron bajo refrigeración y se 
procesaron de inmediato o se guar
daron bajo congelación a -70°C has
ta el momento del análisis. 

Detección de rotavirus 
La detección de rotavirus se lle

vó a cabo por el ensayo inmunoenzi
mático confirmatorio (ELISA) descri
to previamente por Kapikian y col. 
(16). 

Subgrupaje de rotavirus 
Los rotavirus fueron subgrupa

dos por ELISA con anticuerpos mo
noclonales según el método de Gre
enberg y col (17). Para el ensayo se 
utilizó como anticuerpo de captura 
antisuero hiperinmune de cabra 
contra rotavirus. mientras que el se
gundo anticuerpo fué del fluido ascí
tico de ratones inoculados con hibri
domas (hibridoma 255/60/125/14 
para subgrupo I o hibridoma 
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II). 

Serotipos de rotavirus 
El análisis de los serotipos se 

llevó a cabo según la técnica de Ta
niguchi y col. (18). Como antisuero 
de captura se utilizaron siete anti
cuerpos monoclonales serotipo espe
cíficos que reconocen a VP7, gentil
mente suministrados por la Dra. Ire
ne Pérez-Schael del Instituto de Bio
medicina, Caracas-Venezuela: 5EB, 
KU-4, 2C9 (serotipo Gl), S2-GI0 
(serotipo G2), YO-IE2, 954/159 (se
rotipo G3), y ST2GT7 (serotipo G4). 
Como segundo anticuerpo se utilizó 
suero anti-rotavirus de conejo y el 
conjugado fue fosfatasa alcalina anti 
IgG de conejo. 
Electroforesis del ARN rotaviral 

La electroforesis del ARN rota
viral se llevó a cabo por el método 
descrito por Herring y col. (19). El 
ARN viral fue extraído de las sus
pensiones fecales con una mezcla de 
fenol-cloroformo y precipitado con 
etanol según Sambrook y col (20). 
La electroforesis se realizó en geles 
de poliacrilamida al 10% a 20 mA 
por 16 h a temperatura ambiente. 
Finalmente los geles se tiñeron con 
nitrato de plata 12 mM. 

Los electroferotipos que a sim
ple vista parecieron distintos, se les 
hizo coelectroforesis (21) para preci
sar las diferencias y ubicar en que 
clase de tamaño se encontraban las 
mismas. 

RESULTADOS 

De un total de 321 muestras, 
159 (49,5%) resultaron positivas por 
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ELISA y 137 (42,7%) por PAGE. La 
distribución mensual de los rotavi
rus se muestra en la Tabla 1, en la 
cual se observa que por ambos mé
todos se detectó un pico de mayor 
incidencia de estos virus en el mes 
de enero de 1993. 

De las muestras que resultaron 
positivas a RVH por ELISA se selec
cionaron 80 al azar para el estudio 
de subgrupos y serotipos. De estas, 
9 (11,30/0) resultaron subgrupo I (SG 
Il, 46 (57,50/0) subgrupo II (SG 11) y 
25 muestras (31,3%) no pudieron 
ser agrupadas (NA) debido a que no 
reacionaron con los anticuerpos mo
nocIonales. 

En la Tabla II se muestra la 
distribución de los subgrupos en
contrados en el año de estudio y se 
aprecia que el subgrupo II se pre

sentó en casi todos los meses que 
abarcó el estudio, mostrando mayor 
frecuencia de aparición en los meses 
de enero, febrero y marzo. El sub
grupo 1 estuvo presente en 7 meses 
y no mostró una prevalencia marca
da en ninguno de éstos. 

De las 80 muestras solamente 
a 71 se les realizó la determinación 
de serotipos con los anticuerpos mo
nocIonales utilizados. De éstas, 52 
(65%) resultaron ser serotipo G1; 11 
(13,8%) serotipo G2; 1 (1.2%) seroti
po G3; 7 (8,8%) no pudieron ser cla
sificadas motivado a que resultaron 
positivas para dos o mas serotipos 
\Tabla III}. No se encontraron mues
tras que reaccionaran solo como se
rotipo 4. 

En la Tabla III se observa tam
bién la distribución mensual de los 

TABLA I 
FRECUENCIA DE CASOS posmvos PARA ROTAVIRUS POR EUSA y PAGE EN NI

ÑOS MENORES DE CINCO AÑos ENIRE JUNIO DE 1992 Y MAYO DE 1993 

MESES N° EUSA + % PAGE + % 

JUN 22 11 50,0 7 31,8 

JUL 30 14 46,7 12 40,0 

AGO 30 13 43,3 10 33,3 

SEP 36 14 38,9 11 30,6 

OCT 20 4 20,0 4 20,0 

NOV 15 8 53,3 8 53,3 

DIC 17 7 41,2 7 41,2 

ENE 59 54 91.5 49 83,1 

FEB 25 14 56,0 13 52,0 

MAR 34 12 35,3 10 29,4 

ABR 18 6 33,3 5 27,8 

2 1 

TOTAL 321 159 49,5 137 42,7 

Investigación Clínica 39(1): 1998 
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TABLA n 
DISTRIBUCIÓN MENSUAL DE LOS SUBGRUPOS ENCONTRADOS ENTRE JUNIO 


DE 1992 Y MAYO DE 1993 


MESES N° SG 1 (o/(¡J SG II (%) NA (%)__ 

JUN 3 1 (33.3) 1 (33.3) 1 (33.3) 

JUL 3 2 (66,7) 1 (33,3) 

AGO 3 1 (33,3) 2 (66,7) 

SEP 5 2 (40,0) 2 (40,0) 1 (20,0) 

OCT 2 1 (50,0) 1 (50,0) 

NOV 4 2 (50,0) 2 (50,0) 

DIC 5 1 (20,0) 2 (40,0) 2 (40,0) 

ENE 29 1 (3,5) 20 (68,9 8 (27,6) 

FEB 12 7 (58,3) 5 (41.7) 

MAR 9 1 (11,1) 6 (66,7) 2 (22,2) 

ABR 4 2 (50,0) 2 (50,0) 

1 1 

TOTAL 80 9 (11,3) 46 (57,5) 25 (31,3)_._ 

NA:::: Muestras no agrupadas 

serotipos encontrados. El serotipo 
G 1 se encontró en todos los meses 
del año de estudio, presentando pi
cos de mayor incidencia en los me
ses de enero, febrero y marzo. El se
rotlpo G2 se presentó en 8 meses y 
el serotipo G3 apareció una sola vez, 
en el mes de enero. Las muestras 
que reaccionaron a más de un sero
tipo (NC) se presentaron una vez en 
diciembre y seis en enero. 

De las 137 muestras que reve
laron el ARN rotaviral por PAGE, se 
encontraron 49 (35,8%) con un pa
trón electroforético corto y 81 
(59, 1 %) con patrón largo; en las 7 
muestras restantes (5,1%) sólo se 
pudo identificar algunos segmentos 
del genoma viral por lo cual no se 
pudo establecer el tipo de patrono 

Ocho patrones electroforéticos 
distintos de ARN se pudieron dife-
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renciar por coelectroforesis, a cada 
uno se le asignó una letra para su 
identificación (de A a H) (Fig. 1): cin
co pertenecieron al patrón largo (A, 
B, C. D, E) Y tres pertenecieron al 
corto (F. G, H). 

La distribución de los ocho 
electroferotlpos en el año de estudio 
se muestra en la Fig. 2. El patrón 
electroforético corto predominó has
ta octubre de 1992 y el patrón largo 
de noviembre de 1992 hasta mayo 
de 1993. 

En los de patrón largo el desig
nado con la letra B fue el de mayor 
prevalencia (46%) encontrándose en 
9 de los 12 meses que abarcó la in
vestigación, seguido por el electrofe
rotipo e (7%) que apareció en seis 
meses de estudio. En los patrones 
electroforéticos cortos el electrofero
tipo designado con la letra F fue 
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TABLA m 
DISfRIBUCIóN MENSUAL DE LOS SEROTIPOS G 


ENCONTRADOS ENfRE JUNIO DE 1992 Y MAYO DE 1993 
 _._.  .--~._-~..~~--~----~._._~_. 

MESES N° Gl G2 G3 NC Nf 

JUN 3 2 (66,7) 1 (33,3) 

JUL 3 1 (33,3) 1 (33,3) 1 (33,3) 

AGO 3 2 (66,7) 1 (33,3) 

SEP 5 3 (60,0) 1 (20,0) 1 (20,0) 

ocr 2 1 (50,0) 1 (50,0) 

NOV 4 2 (50,0) 1 (25,0) 1 (25,0) 

DIC 5 3 (60,0) 1 (20,0) 1 (20,0) 

ENE 29 16 (55,2) 3 (10.3) 1 (3.5) 6 (20.7) 3 (10,3) 

FEB 12 10 (83,3) 1 (8,3) 1 (8,3) 

MAR 9 7 (77,8) 2 (22,2) 

ABR 4 4 (100) 

MAY 1 

TOTAL 80 52 (65,0) 11 (13,8) 1 (1,2) 7 (8,8) 9 (11,3)_ 
_._.~.-.~_.~ 

NC = No clasificados. Nf =No tipiables 

predominante (28%) apareciendo 
durante 9 meses y el patrón G estu
vo en segundo lugar con un 4% de 
aparición (sólo en dos meses). Los 
demás electroferotipos mostraron 
periodos cortos de aparición de 1 a 
2 meses. 

DISCUSIÓN 

Los rotavirus estuvieron pre
sentes durante todo el año que duró 
el estudio, presentando el mayor 
pico de incidencia en el mes de ene
ro. Estos resultados difieren un 
poco de los encontrados en 1987 en 
la misma región, cuando se observó 
mayor prevalencia de RVH en los 
meses de septiembre y octubre (22). 
Este modelo de circulación de los 
rotavirus parece indicar que en esta 

región del país la escasa variación 
de la temperatura durante el año no 
influye mayormente sobre la inci
dencia de los rotavirus, pudiendo 
aparecer picos de mayor incidencia 
en cualquiera de los meses del año. 

Se notó claramente que el sub
grupo 11 predOminó durante todo el 
año de estudio. Sin embargo, las ce
pas del subgrupo 1 se presentaron 
con la misma frecuencia que las del 
subgrupo II durante los primeros 
cuatro meses para luego disminuir 
drásticamente su frecuencia de apa
rición mientras que las del subgru
po 11 se incrementaban considera
blemente. 

Cambios similares en la preva
1encia y aparición temporal de sub
grupos de rotavirus humanos fueron 
reportados por Uhnoo y Svensson 
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Ftg. l. 	 Distintos patrones genómicos de ARN (A a H) (panel superior) y su represen
tación esquemática (panel inferior) de las cepas representativas de rotavirus 
identificadas en Cumaná. Venezuela, desde junio de 1992 hasta mayo de 
1993. La migración electroforética fue de arriba hacia abajo a corriente 
constante (20 mA) por 16 h a temperatura ambiente. 
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Fig.2. 	 Distribución mensual de los distintos electroferoUpos (A a H) de rotavrrus 

encontrados en niños con gastroenteritis aguda recluidos entre junio de 
1992 y mayo de 1993 en el Hospital Antonio Patricio de Alcalá de Cumaná. 
Los numerales indican el número de electroferotipos encontrados por núme
ro de muestras analizadas cada mes. 
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(231. Quienes encontraron un predo
minio del subgrupo II (64%) sobre el 
subgrupo 1 (36%) Y notaron que los 
dos subgrupos cocircularon a fre
cuencias iguales durante los prime
ros 7 meses del año, después del 
cual el SG 1 desapareció completa
mente y el SG II se mantuvo presen
te en el resto del año. El predominio 
del SG II sobre el 1 ha sido reportado 
por muchos otros investigadores 
desde diversas partes del mundo 
(24,25). 

En cuanto a los serotipos, el 
G 1 fue el de mayor predominio, se
guido por G2 y por G3. El serotipo 
G4 solo apareció en muestras con 
más de un serotlpo (Ne). Esta pre
valencia del serotipo G 1 sobre los 
demás también ha sido observada 
por Birch y col. (26) en Australia, 
Urasawa y col. (27) en Japón, White 
y col. (28) y Callejas y col. (24) en 
Venezuela, y O'Ryan y col. (29) en 
Chile. Sin embargo, en estos últimos 
años se ha encontrado que cual
quier otro serotipo G puede predo
rpinar en un brote diarreico (30,25). 

También se encontraron nueve 
muestras que, aún cuando conte
nían suficiente antígeno para su de
tección, no pudieron ser ubicadas 
dentro de ningún serotípo en parti
cular, este hallazgo también ha sido 
reportado por Flores y col. (31) y 
White y col. (28) quienes sugirieron 
que puede deberse a: (a) la presen
cia de otros serotipos que no pueden 
ser reconocidos por los anticuerpos 
monoclonales utilizados en el estu
dio, (b) por diferentes "monotipos" 
de los serotipos G 1, G2 Y G3, (e) a 
una baja concentración de particu

las v1rales, (d) al Uempo de almace
naje de las muestras en el freezer o 
(e) a otros factores hasta ahora des
conocidos. Para tratar de solucionar 
este problema se ha sugerido el de
sarrollo de anticuerpos monoclona
les con un rango más ámplio de ac
ción en las pruebas serológicas (28). 

La prevalencia del patrón largo 
sobre el corto también ha sido re
portada por otros autores (24, 32, 
33), pero durante el primer tercio 
del tiempo de este estudio Uunio, ju
lio, agosto y septiembre de 1992) se 
observó que el patrón corto estuvo 
presente en mayor proporción que el 
largo, y los dos tercios restantes (oc
tubre de 1992 a mayo de 1993) el 
patrón largo fue el dominante. Esta 
variación de predominio entre patro
nes largos y cortos se ha observado 
también en Chile (34), Suiza (23) Y 
Kuwait (11), entre otros. Se ha suge
rido que estos cambios en la preva
lencia de electroferotipos puede in
dicar un cambio antigénico en los 
RVH y puede reflejar un cambio en 
la inmunidad de la población involu
crada (23). 

Por coelectroforesis se encon
traron ocho electroferotipos distin
tos: cinco pertenecieron al patrón 
largo y tres al patrón corto. Esto evi
dencia que el patrón largo presentó 
una mayor variabilidad genética que 
el patrón corto. Un estudio más de
tallado de la variación de los once 
segmentos nos permitió establecer 
que en los electroferotipos largos los 
segmentos 2 y 3 (pertenecientes a la 
clase 1), 7,8 Y 9 (clase III), 10 Y 11 
(clase IV) fueron los que sufrieron la 
mayor variabilidad en su movilidad 

---~--~-------~-----------------
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electroforética; en cambio, la mayor 
variabilidad en los electroferotipos 
cortos ocurrió en los segmentos 2.3 
(clase 1), 7,8 (clase III) y 10 (clase 
IV). 

La aparición de ocho electrofe
rotipos distintos en el corto tiempo 
que duró el estudio ilustra la gran 
variedad de cepas de rotavirus cir
culando en esta región y el rápido 
cambio en la población local de rota
virus. La gran variabilidad genética 
de los rotavirus también ha sido re
portada por Rodger y col. (35) en 
Melbourne. Australia donde aislaron 
17 electroferotipos distintos en un 
estudio que abarcó un lapso de 7 
años; Maldonado y Bastardo (22) en 
Cumaná, Venezuela. detectaron 12 
electroferotipos distintos en un año 
de estudio; y Giordano y col. (32) en 
Córdoba. Argentina, detectaron 16 
electroferotipos distintos en 10 años 
de estudio. 

Los ocho electroferotipos en
contrados en este estudio se compa
raron visualmente con fotografias de 
los 12 electroferotipos encontrados 
en la misma región en 1987 (22) Y se 
pudo constatar: (a) por lo menos 
tres electroferotipos fueron comple
tamente distintos, (b) en 1987 se en
contró una sola muestra con patrón 
corto, (c) el patrón electroforético 
largo que predominó en este estudio 
fue diferente al patrón largo que 
predominó en el año 1987 en el cual 
los segmentos 7, 8 Y 9 migraron 
como una sola banda. Esta compa
ración permitió establecer que des
pués de cinco años han ocurrido en 
Cumaná cambios considerables de 
los electroferotipos, los cuales per

mUen inferir que el genoma de la 
población de rotavirus en la región 
experimenta cambios constantes. 

Estos resultados también reve
lan que dos cepas de rotavirus con 
diferentes electro-ferotipos o diferen
tes serotipos pueden coexistir en 
una misma región. Esta multiplici
dad de electroferotipos distintos 
puede deberse a mutaciones y rea
rregIos del genoma viral (11, 37). 
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