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Introduccion

Los Rotavirus son el principal
agente productor de diarrea infantil
aguda en todo el mundo (6, 14). El vi-
rus se transmite por via fecal-oral de
persona a persona, enfermando solo
a los individuos no inmunes, en gene-
ral ninos en los primeros anos de vida.
Con episodios sucesivos de este tras-
torno, la inmunidad contra este virus
se incrementa y los sintomas se mani-
fiestan de manera mas leve (1, 16). La
infeccién por rotavirus presenta carac-
teristicas estacionales con picos de la
enfermedad durante los meses de oto-
fo-invierno, cuando puede llegar a ser
responsable del 80% de los episodios
de diarrea en ninos menores de tres
anos (15). Ademas, el virus circula du-
rante todo el aino lo que probablemen-
te funcione como un importante
reservorio para la aparicion de nue-
vas cepas (9).

Los rotavirus pertenecen a la
familia Reoviridae. Son virus no en-
vueltos formados por una triple capside
proteica que encierra 11 segmentos
de RNA doble cadena. Se clasifican
primero en grupos en base a la protei-
na viral 6 (VP6), que forma la capside
intermedia del virus. Dentro del Grupo
A, los rotavirus se clasifican en distin-
tos genotipos basados la proteina VP7
(serotipo o genotipo conocido como
“G”, por ser una glicoproteina), y la pro-
teina VP4 (serotipo o genotipo conoci-
do como “P", por ser una proteina sen-
sible a una proteasa). Por ello, la clasi-
ficacion de los rotavirus es binaria:
genotipos Gy P (7). Hasta el momento
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se han descripto 14 tipos de G y 20
tipos de P, siendo las asociaciones mas
frecuentes en el hombre, las siguien-
tes: G1P8, G2P4, G3P8, y G4P8 (12).

Estudio Multicéntrico de Vigilan-
cia Epidemiolégica de Rotavirus

En Abril de 1995 se realizé
un taller sobre gastroenteritis virales
en el entonces “Instituto Nacional de
Microbiologia Dr. Carlos G. Malbran”
organizadas por la Sociedad Argenti-
na de Virologia, destinado a realizar
un analisis minucioso de la informa-
cion disponible hasta el momento para
poder evaluar la situacion de la Argen-
tina. Dado que los diferentes estudios
analizados mostraron discrepancias
entre si, se decidié llevar a cabo un
“Estudio Multicéntrico de Vigilancia
Epidemiolégica de Rotavirus” con el
apoyo de la Direcciéon de Epide-
miologia del Ministerio de Salud y Ac-
cion Social. El objetivo general del mis-
mo fue obtener informacién epide-
miologica sobre los rotavirus previa a
la disponibilidad de la vacuna y eva-
luar las caracteristicas moleculares de
las cepas de rotavirus circulantes en
la Argentina. La vigilancia comenzé en
Octubre de 1996 y continud hasta Sep-
tiembre de 1998. El programa conté
con un laboratorio de referencia ade-
mas de nueve Unidades Centinelas
(UC) (La Plata, Mar del Plata, Buenos
Aires, Cérdoba, Resistencia, Tucuman,
Mendoza, Santa Fe y Rosario). El es-
tudio contaba con un protocolo de tra-
bajo comun, relevando informacién
epidemioldgica y recolectando muestras



de heces. Se estudiaron pacientes in-
ternados menores de 3 afnos de edad
con diarrea aguda de menos de 5 dias
de evolucién. El diagndéstico de
rotavirus en materia fecal se realizaba
mediante la utilizacién de reactivos
diagnosticos comerciales, Pathfinder
(Kallestadt, Austin, TX USA) o
Rotazyme® Il (Abbott Laboratories,
Abbott Park, IL, USA). Una vez com-
pletado el diagnéstico, las muestras
positivas se almacenaban a -20°C
hasta el momento de su envio al labo-
ratorio de referencia, para ser caracte-
rizadas (3). La tipificacion tanto de VP4
como de VP7 de las cepas de rotavirus
se realiz6 mediante una técnica
multiplex nested RT-PCR después de
realizada la extraccién del genoma
viral. Los genes correspondientes fue-
ron retrotranscriptos y amplificados uti-
lizando un par de primers consenso, y
luego tipificados utilizando dos juegos
de primers especificos capaces de
amplificar G1-G5, G9y P[4], P[6], P[8],
P[9]y P[10] (5, 8, 11).

Un total de 2336 casos de
rehidratacién fueron detectados en la
UC de Tucuman, mientras que 14847
hospitalizaciones fueron evaluadas en
el resto de las UC. Del total de hospi-
talizaciones, el 50% (1169) en
Tucumany el 11,7% (1733) en el resto
de las UC fueron debidas a sintomas
de diarrea. El 42% (550) de las mues-
tras recolectadas resulté positiva en el
diagnostico de rotavirus. Finalmente,
490 muestras fueron recibidas en el
laboratorio de referencia para realizar
estudios de caracterizacién de cepas.

En 5 del total de 7 UC se ob-
servé un patron de estacionalidad tipi-
co de rotavirus de regiones con clima
templado. El pico de deteccién de
rotavirus fue siempre observado du-
rante el otono (desde abril a junio).

El 50% de los casos ocurrie-
ron antes de los 9,8 meses de edad

(rango desde 8 a 11 meses). La media
de la aparicion acumulativa de la dia-
rrea por rotavirus por edad fue 21% en
los primeros 6 meses, 62% en el pri-
mer ano de vida, y 92% en el segundo
ano de vida.

Durante el primer ano de es-
tudio, G2 (60,3%) fue el tipo mas
prevalente, seguido por G1 (24,8%) y
por G4 (5,1%). Durante el segundo afo
de estudio, G1 (48%) fue el tipo mas
prevalente, seguido por G4 (31,3%).
Las infecciones mixtas ocurrieron en
el 6,4% y el 9,4% de los casos durante
el primer y segundo afo respectiva-
mente. Solamente 13 (2.6%) muestras
no pudieron ser tipificadas con la me-
todologia utilizada. Por otro lado, el
genotipo 9 es una de las cepas no co-
munes encontradas durante el estu-
dio, ya que se lo detecté en 3 mues-
tras (0,4% y 0,8% cada ano respecti-
vamente). Lo mismo ocurrié con el
genotipo 5, el cual fue detectado en
dos muestras provenientes de la UC
de Santa Fe (0,8%).

Durante los dos afios del es-
tudio, las asociaciones comunes co-
rrespondieron al 64% de las muestras
estudiadas. La combinacién entre los
tipos G2P[4] (29,6%) fue la que mas
frecuentemente se detect6, seguida de
G1P[8] (22,9%). En el 6% de los casos
se detectaron asociaciones no comu-
nes. La mas frecuente y ampliamente
distribuida fue G1P[4] (2,7%) mientras
que G1 también se encontré asociada
a P[6] (1,4%). Las muestras caracteri-
zadas como G9 y G5 siempre se en-
contraron asociadas a P[6] y a P[8] res-
pectivamente. El porcentaje de mues-
tras no tipificables en el caso de la
tipificacion de “P” fue mayor que para

. "G", ya que el 23,1% y 16% de las

muestras no pudieron ser tipificadas
durante el primer y segundo afo de
estudio respectivamente (2).
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Finalmente, este estudio de-
mostré que los Rotavirus son el agen-
te causal de diarrea mas importante
en nifos menores de 3 anos, presen-
tando una estacionalidad marcada du-
rante el otono y una distribucion de
diarrea por edad significativamente
menor a la informada en otros estu-
dios que incluyen pacientes
ambulatorios (10).

Por otro lado, el estudio de ca-
racterizacion informo que el 96% de
las cepas detectadas correspondieron
a genotipos comunes, aunque los
genotipos prevalentes cambiaron de
ano a ano, ya que G4 emergi6 durante
el segundo afo de estudio. Se detecto
que una mayor cantidad de cepas G2
(70.5%) infecta ninos menores de un
ano de edad en comparacion con ce-
pas G4 (57%). Esto podria indicar que
genotipos que emergen durante un
periodo determinado pueden causar
diarrea en ninos mayores, los cuales
no habian estado expuestos a estos
genotipos previamente. En general,
genotipos de P comunes se encontra-
ron asociados a los tipos de G mas
prevalentes. Sin embargo, se encon-
traron asociaciones no comunes en
bajos porcentajes en todas las UC. El
porcentaje de cepas no tipificables
para P fue mayor al informado ante-
riormente. Esto se debid en gran parte
a que lo primers especificos no son
absolutamente homélogos a las cepas
argentinas, senalando la necesidad de
redisenar esta metodologia.

Nuestros resultados, junto a
una estimacién previa de los costos
de la enfermedad, sugieren que una
vacuna contra este virus podria dismi-
nuir substancialmente el impacto de
la enfermedad en nuestro pais. Dada
la distribucion etaria de la diarrea por
rotavirus, los nifos deberian
vacunarse en los primeros meses de
vida.
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En base a la gran diversidad
de cepas encontradas, seria necesa-
rio organizar un programa de vigilan-
cia de cepas circulantes en la Argenti-
na, con el objetivo de detectar la emer-
gencia de cepas no comunes. Ade-
mas, el alto porcentaje de infecciones
mixtas encontradas en la Argentina
favoreceria la aparicion de
reasociaciones naturales que debe-
rian ser detectadas mediante este pro-
grama.

Emergencia de Rotavirus G9 P[6]
en la Republica Argentina

Después de completar los dos
primeros anos de estudio, se detecto
un incremento en la prevalencia de
cepas caracterizadas por medio de una
técnica de RT-PCR como G9 P[6], des-
de septiembre de 1998 hasta junio de
1999. Se recolectaron un total de 88
muestras positivas para rotavirus de
ninos menores de tres anos. El
genotipo prevalente fue G1 (47%), se-
guido por G4 (28%) y por G9 (18%). El
analisis filogenético de las cepas G9
argentinas comparadas con cepas del
mismo tipo de otros paises disponibles
en el GenBank, demostré que las se-
cuencias argentinas se agrupan junto
con la mayoria de las cepas analiza-
das presentando menos del 2% de di-
vergencia de nucledtidos, pero que
a su vez contienen caracteristicas uni-
cas que las distinguen de cepas
secuenciadas anteriormente (4).

Gracias a la vigilancia conti-
nua de la diarrea por Rotavirus en la
Argentina, fue posible detectar el au-
mento de la prevalencia de estas ce-
pas. El alto grado de homologia ob-
servada entre las cepas G9 de todo el
mundo y el hecho de que estas estén
mas relacionadas entre si que con la
cepa de referencia, sugieren que el



mismo tipo de cepas estd emergiendo
globalmente y que son una introduc-
cion reciente en la poblacion. Por otro
lado, considerando el bajo grado de
sustitucion encontrado entre las cepas
estudiadas, el hecho de encontrar
cambios sélo presentes en cepas Ar-
gentinas hace que sea mas significati-
vo, sobretodo teniendo en cuenta que
es la primera vez que se describen va-
riaciones similares. Finalmente, estos
resultados sugieren que deberia eva-
luarse la incorporaciéon de esta cepa
en las vacunas en estudio y demues-
tran la importancia de la instalacién de
un sistema de vigilancia continuo para
poder detectar las variantes de
rotavirus circulantes.

Variacion Genética de la Proteina
VP7 de los Rotavirus G4 Huma-
nos

A partir de la emergencia de
G4 observada durante el segundo afo
de estudio, se comenzaron a estudiar
en mas detalle las caracteristicas
genéticas de la proteina VP7 de estas
cepas argentinas, comparadas con
cepas provenientes de otros paises. La

distancia nucleotidica que se encon-
tré entre cepas G4 es mayor a la infor-
mada para otros genotipos (13, 17).
Esto permitié su clasificacién en lina-
jes y sublinajes dentro de un mismo
genotipo. De esta manera se demos-
tré que las infecciones por rotavirus G4
durante la temporada 1997-1998 en
la Argentina fueron causadas por la
emergencia de al menos dos grupos
monofiléticos diferentes y que esta di-
vision se refleja también en los cam-
bios aminoacidicos presentes. Uno de
los grupos de cepas Argentinas
emergio en la poblacion después del
pico de diarrea por rotavirus (Mayo
1998), mientras el otro grupo fue el
causante de todas las infecciones por
G4 antes de esa fecha. La diferencia
en la distribucién etaria entre cepas
G2 y G4 reportada anteriormente, pa-
rece deberse a las infecciones causa-
das por uno de los sublinajes exclusi-
vamente. Finalmente, las implicancias
de las diferencias encontradas entre
los grupos de G4 en diferentes aspec-
tos como respuesta inmune, severidad
de la enfermedad, o eficacia de cual-
quier vacuna disponible deberan ser
evaluadas posteriormente.
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