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Electroferotipos cortos de rotavirus detectados en adultos
con diarrea en Paraguay
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RESUMEN

La presencia de rotavirus en adultos ha sido subestimada por mucho tiempo debido a que
la mayor incidencia y patogenicidad se observa en nifios menores de 5 afios. Con el fin de
determinar los electroferotipos circulantes en adultos, se empleé la técnica de PAGE para analizar
23 aislados de rotavirus de individuos adultos (promedio de edad: 42,5 afios; rango: 24 a 67 afios),
recolectados entre Septiembre de 2003 a Febrero de 2005 del Laboratorio del Hospital San Roque,
Asuncién. En las 23 muestras se detectaron 5 electroferotipos diferentes, 19 presentaron alguno de
los 3 patrones largos detectados (denominados LA, LB y LC) y 4 presentaron algun patrén corto
(SA y SB). Desde 1998 hasta la fecha, nuestro grupo de trabajo detect6 un solo caso de rotavirus
con patrén corto (aislado en septiembre de 1999) luego de analizar mas de 1500 heces de nifios
con diarrea aguda. Estudios previos en poblacion infantil, han reportado que se necesitan varios
afnos de estudio para identificar rotavirus con patrones cortos en una comunidad, sin embargo
nuestros resultados sugieren que ademas es importante ampliar las variables demogréficas de la
poblacién de estudio para encontrar mas variantes de rotavirus, como en este caso es la aparicién
de patrones cortos en adultos sin que estos se presenten en nifios.

Palabras claves: diarrea en adultos, rotavirus, electroferotipos.

Short electropherotypes of rotavirus detected in adults
with diarrhea in Paraguay

ABSTRACT

Although rotavirus is recognized as the major ethiologic agent of acute diarrheal disease in
children, the role of rotavirus as a pathogen in adults has long been underappreciated. In order to
determine the electropherotypes of rotavirus that circulated in adults in Paraguay, 23 rotavirus
isolated from patients older than 24 years (mean=42.5; range = 24-67) were analyzed by PAGE.
Samples were collected at the Clinical Lab of the San Roque Hospital, Asuncion, Paraguay from
September 2003 to February 2005. Five different electropherotypes were detected, 19 samples
showed long patterns (named LA, LB and LC) and 4 samples a short pattern (named SA and SB).
Since 1998, our group has only detected one sample with a short pattern electropherotype (isolated
in September 1999) in more than 1500 grounds of children with acute diarrhea. These results
showed that it is necessary to study many epidemic years to detect rotavirus with short
electropherotypes. However, we found that it is important to increase the demographic variables to
find more rotavirus variability in a community, exemplified here by the short electropherotypes
detected in adults.

Keywords: diarrhea in adults, rotavirus, electropherotypes.

INTRODUCCION

El rotavirus (RV) es mundialmente electroforesis en un gel de poliacrilamida

considerado la mayor causa de gastroenteritis
aguda en nifios, por lo que una vacuna y una
mayor comprension de las variaciones que
presentan en la naturaleza son importantes
para la efectividad de la misma'?.

El RV posee un genoma constituido por
11 segmentos de ARN de doble cadena, cuya
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(PAGE) produce un patron de migracion
caracteristico llamado electroferotipo. Se han
identificado 7 grupos de RV (A-G), de los
cuales el grupo A es el mas comun en humanos
y animales. Los segmentos del genoma de los
RV del grupo A se ordenan en cuatro clusters
de acuerdo a su tamafio: el cluster | incluye los
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segmentos 1 al 4, el cluster Il a los segmentos
5y 6, ellll alos segmentos 7,8y 9y el IV alos
segmentos 10 y 11. Dependiendo de la
movilidad del segmento 11 pueden presentarse
dos patrones de migracién denominados: largo
o corto. En humanos las cepas con patrén corto
usualmente corresponden al subgrupo | y las
del patrén largo al subgrupo 1.

Trabajos realizados en diversas
regiones del mundo han demostrado que,
durante largos periodos de tiempo, en nifios
predominan RV con patrén largo, con la
aparicién esporadica de epidemias causadas
por RV con patrén corto, por lo que se requiere
largos periodos de estudio para la identificacion
de RV con patrones cortos””

Comunmente la transmision de RV
dentro de las familias es de nifios a padres o
abuelos, aunque se ha reportado casos de
adultos sin un obvio contacto con nifios®*

En adultos, la infeccién con RV ha sido
asociada a un amplio espectro de sintomas y
severidad en las manifestaciones y, aungque
tipicamente se manifiesta con nauseas,
malestar, dolor de cabeza, molestias
abdominales, diarrea acuosa y fiebre, también
puede ser asintomética, por ello es dificil dar
una descrilpcién concisa de las presentaciones
clinicas'®**.

Aunque el RV presenta un padrén
endémico, algunos estudios han reportado que
el RV contribuye también a la diarrea de los
viajeros entre los adultos, ocasionando asi
brotes epidémicos™.

En Paraguay, nuestro grupo de trabajo
ha demostrado que en nifios los rotavirus
presentan un patrén epidemioldgico estacional,
con la maxima incidencia en los meses frios del
afio'**®. Sin embargo se observé que el RV en
adultos se presenta a lo largo de todo el afio
con la misma incidencia'”.

En este trabajo reportamos la aparicion
de 5 electroferotipos en muestras de adultos
con cuadros de diarrea, de muestras colectadas
durante 18 meses (Setiembre 2003 — Febrero
2005).

MATERIALES Y METODOS

Coleccion de muestras: Desde
Setiembre de 2003 a Febrero de 2005 fueron
colectadas 70 muestras fecales de individuos
mayores de 18 aflos de edad, con un
diagnéstico de diarrea acuosa, remitidas al
Laboratorio del Hospital San Roque. Las

48

muestras fueron congeladas a-20°C vy
posteriormente analizadas por PAGE.

Extraccion de ARN y PAGE: El ARN
viral fue extraido como se describe en Candia
et al, 2003, con pequefias modificaciones.
Brevemente, 60 pl de la muestra fue
resuspendida en 540 ul de PBS, seguidamente
fue centrifugada a 3000 rpm, para clarificar la
muestra. Del sobrenadante se tomo 400 ul y fue
tratada con SDS al 10% y desproteinizada con
Fenol:Cloroformo (1:1). EI ARN fue precipitado
con etanol absoluto y cloruro de sodio al 20%
durante 18 horas a -20 °C y resuspendidas en
20ul de agua autoclavada.

Los productos de extraccion fueron
analizados por electroforesis en geles de
poliacrilamida, utilizando un gel separador al
7.5% y un gel concentrador al 4.5%; finalmente
fueron visualizados después de la tincién con
plata’®>. Para determinar las diferencias entre
los electroferotipos se realizaron  co-
electroforesis.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se analizaron los electroferotipos de
rotavirus aislados de 23 muestras positivas
para RV, de adultos (promedio de edad: 42,5
afos; rango: 24 a 67 afios), con cuadro de
diarrea. Se detectaron 5 electroferotipos
diferentes, 3 de ellos presentaron patrén largo
(denominados LA, LB y LC) y 2 patrén corto
(SA y SB) (Figura 1). Las diferencias entre los
patrones LA y LB, como SA y SB, se
resolvieron por coelectroforesis de dichos
patrones (Figura 2). Los electroferotipos LA y
LB mostraron diferencias en los clusters I, Il y
IV  (Figura 2a), mientras que en los
electroferotipos SA y SB solo se observé
diferencias en la migracién del primer segmento
(cluster I) (Figura 2b).

FIGURA 1
Patrones electroforétipos largos (LA y LB) y cortos
(SA y SB) detectados en heces de adultos.
Electroforesis en gel de poliacrilamida al 7.5% tefiido
con nitrato de plata.
LB LA SA SB
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Tabla 1. Distribuciéon anual de los electroferotipos de rotavirus aislados a partir de heces de

adultos.
ARG Positivos/Total de Electroferotipos

muestras LA LB LC SA SB
2003**  2/19 2/2 (100%) - - - -
2004  20/40 - 2/20 (10) 15/20 (75)  2/20 (10)  1/20(5)
2005** 1/11 - - - 1/1(100) -

* Porcentaje del total de muestras positivas.

**Periodo correspondiente a: Septiembre-Diciembre de 2003.

***Periodo correspondiente a: Enero-Febrero de 2005.

FIGURA 2
Diferencias en la movilidad de los segmentos
de los patrones (a) LAy LB (largos) y (b) SAy
SB (cortos) detectadas por coelectroforesis
(carril CE). Las flechas 1, 2 y 3 muestran las
diferencias migratorias del segmento 6,
segmentos 7, 8y 9 y segmentos 10y 11,
respectivamente; entre los patrones LA y LB.
La flecha 4 muestra la diferencia migratoria del
segmento 1 entre los patrones SA'y SB.

(b) SA SB CE

(a) LA CE LB

-

En el periodo de setiembre a diciembre
del 2003 se detectd, en 2 muestras, el
electroferotipo LA. Sin embargo, durante el
2004 se detectaron 4 electroferotipos (LB, LC,
SA y SB), donde predominé ampliamente el LC
(Tabla 1). Los electroferotipos cortos SA y SB
fueron detectados en los meses de setiembre y
octubre del 2004, y podrian estar ligados
epidemiologicamente al electroferotipo SA que
se detectd en enero del 2005 (Tabla 1).

El analisis de los electroferotipos de
rotavirus aislados de niflos en Paraguay,
durante los afios 1998 a 2000, han demostrado
la presencia de 10 electroferotipos, de los
cuales 2 fueron los méas predominantes y un
solo  aislado poseia patrén corto'. Sin
embargo, durante el periodo 2002 — 2004 solo
se detectaron tres electroferotipos y ningin RV
con patrén corto, de las 285 muestras positivas
analizadas (13; datos no publicados). Asi,
durante 6 afios de estudios realizados en nifios
por nuestro grupo de trabajo, solo un aislado
presentd patrén corto (aislado en septiembre de
1999), lo que refuerza la idea de que varios
afios de estudio se necesitan para identificar
RV con patrones cortos®. Sin embargo, los
resultados obtenidos en este trabajo sugieren
gue también es importante ampliar las variables
demograficas de la poblacién de estudio para
encontrar mas variantes de RV en una
cbmunidad, ejemplificado aqui por los 4 RV con
eletroferotipo corto detectados en adultos, sin
gue estos se presenten en nifios en el mismo
periodo de estudio. Por lo que, para lograr una
verdadera eficacia de las futuras vacunas y
aumentar los conocimientos de la dinamica de
transmision de RV, es importante analizar mas
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variables demograficas en una comunidad y las
variantes virales que circulan en otras especies,
ya que ha sido ampliamente demostrada la
presencia de variantes virales que evidencian la
transmisibilidad interespecies™*"".

Aunque, para identificar las verdaderas

rutas de transmisién y dinamica de los genes
del RV son necesarias la genoatipificacion por

RT-PCR vy
segmentos

la secuenciacion de diversos
#21 Ja técnica de PAGE permite

discriminar la diversidad viral en una poblacioén,
siendo una técnica muy util para estudios de
epidemiologia molecular de rotavirus.
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