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RESUMEN

Los rotavirus son responsables por 40% de los casos de gastroenteritis infantil en el mundo, con mds de 611 mil muertes al
afo, y el rotavirus tipo G1 representa su genotipo mas comin en circulacién. El objetivo de este trabajo fue realizar la
caracterizacién molecular de las muestras de rotavirus de tipo G 1 obtenido en nifios que participaron en estudios realizados
anteriormente en Belém, ciudad situada en el norte de Brasil, durante un periodo de 21 afios (1982 a 2003). El rotavirus de
tipo G1 fue detectado por electroforesis en gel de poliacrilamida, e inmunoensayo enzimético (IEE), y por la reaccién en
cadena de la polimerasa precedida por transcriptasa inversa para los genes VP7 y VP4. De las 798 especies positivas para
rotavirus, 330 (41%) presentaron especificidad G1 por IEE, usando anticuerpos monoclonales. Se analizé mediante la
reaccién en cadena de la polimerasa precedida de trascripcién inversa un total de 148 cepas de tipo G1. La caracterizacién
de genotipos P y electroferotipos de rotavirus de tipo G1 se produjo en las frecuencias de 78% y 88%, respectivamente. Se
identificaron tres variedades de electroferotipos largos, siendo el L1 predominante (79%). La combinacién G1P [8] fue el
mds frecuente, representando el 64% de los casos. Las infecciones mixtas G1P[6]+P[8], G1P[4]+P[8], G1P[4]+P[6] y
G1P[4]+P[6]+P[8] fueron encontradas en 11 (7%), 11 (7%), 3 (2%) y 1 (0,6%) de las muestras, respectivamente. Se
identificé una muestra que presentaba una infeccién mixta G14G4. Cabe sefalar que este es el primer estudio que analiza
la caracterizacién molecular del rotavirus tipo G1 en Brasil. Nuestros hallazgos harén posible una mejor comprensién de la
diversidad molecular asociada a la infeccién por rotavirus de tipo G 1 en nuestra regién.
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INTRODUCCION Este virus pertenece a la familia Reoviridae Reoviridae y
se clasifica en siete grupos (A-G) y cuatro subgrupos (I, I, |
+ I, y no-I/ll) de acuerdo a las especificidades de los
epitopos de la proteina VP6 localizados en la cdpside
interna. El genoma del rotavirus contiene 11 segmentos de
RNA de cadena doble (dsRNA) localizados en el core de la
cépside de triple camada. la cdpside externa estd
compuesta de dos proteinas estructurales, VP4 e VP7, que
definen los genotipos P (proteina clivada por proteasas) y G
(glicoproteina), respectivamente. Con base en la movilidad
de los 11 segmentos en geles de poliacrilamida, los
rotavirus pueden ser identificados como electroferotipos
largos, cortos o sUper cortos'.

El rotavirus del grupo A (RV-A) es el agente etiolégico
mds comUn de la diarrea severa en el mundo, siendo
responsable por 40% de las infecciones por gastroenteritis
y resultando en 611 mil muertes de recién nacidos y nifios,
anualmente, particularmente en los paises mdés pobres. El
alcance global de esta enfermedad es bien reconocido —
en verdad, todas los nifos presentan un caso de
gastroenteritis causada por rotavirus antes de los 5 afios de
ed0d7,24,25.

Hasta hoy, al menos 23 rotavirus del tipo G y 30 del tipo
P fueron identificados toméndose por base el andlisis de la
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El genotipo G1 es el mds prevalente y ha sido detectado
en frecuencias que varian entre 36% y 74% en diferentes
regiones del mundo, siendo que las muestras G1P[8]
representan aproximadamente 65% de todos los rotavirus
identificados™. Castello et al® identificaron especimenes
G1P[8] en 40% de las infecciones por rotavirus en América
Latina. Recientemente, Leite et al'” detectaron el tipo G1 en
43% de los casos durante el periodo pre-vacunacién en
Brasil; en contraste, luego de la introduccién de la
vacunacioén, la ocurrencia de este genotipo se redujo a 3%
de las infecciones por rotavirus, debido a la gran
predominancia de muestras G2P[4].

El andlisis de la secuencia del gen VP7 de rotavirus G1
en ltalia revelé la existencia de al menos, tres linajes
genéticos. Estas variantes antigénicas pueden ser
responsables por la circulacién continua de rotavirus del
tipo G17. Phan et al® analizaron el gen VP7 de rotavirus del
tipo G1 colectados en varias partes del mundo y sugirieron
una nueva taxonomia, que incluye 11 linajes y 17
sublinajes.

El objetivo del presente estudio fue de realizar la
caracterizacién molecular de las muestras de rotavirus del
tipo G1 obtenidas de nifios que participaron en varios
estudios anteriormente llevados a cabo en Belém, norte de
Brasil, por un periodo de 21 afios (de 1982 a 2003).

MATERIALES Y METODOS
PACIENTES Y ESPECIMENES CLINICOS

Los especimenes obtenidos en cinco estudios sobre
gastroenteritis viral realizados en Belém, Brasil, entre
diciembre de 1982 y octubre de 2003, se analizaron con
vistas a la deteccién de rotavirus"*?*'. De los 798
especimenes positivos para rofavirus por ensayo
inmunoenzimdtico (EIA), 330 (41%) presentaban
especificidad G1 cuando se utilizaron anticuerpos
monoclonales. Para confirmar ese resultado, fueron
analizadas 148 muestras de rotavirus del tipo G1 por medio
de la reaccién en cadena mediada por la polimerasa
precedida de transcripciéon reversa (RT-PCR). Este andlisis
involucré todas las muestras de rotavirus G1 detectadas en
los Estudios A, B, C'y D, y 20% de los casos de Estudio E. Este
estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto
Evandro Chagas, Secretaria Nacional de Vigilancia en

Salud.
EXTRACION DEL RNA

Rotavirus dsRNA was extracted from 10% fecal
suspension by using guanidinium isothiocyanate-silica
nucleic acid extraction as described previously by Boom
etal’.

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (PAGE)
El perfil del RNA fue analizado por PAGE con tincién

. . . 16,27
con nitrato de plata, conforme descrito anteriormente *’.

CARACTERIZACION DE LOS GENOTIPOS G Y P DE
ROTAVIRUS POR MEDIO DE REACCION EN CADENA
MEDIADA POR LA POLIMERASA PRECEDIDA POR
TRANSCRIPCION REVERSA (RT-PCR)

El genotipo G (VP7) fue determinado por transcripcién
reversa seguida por PCR-multiplex, como ya descrito en la
literatura”“'®. Dos diferentes grupos de iniciadores
especificos se utilizaron para el genotipado: mezcla A,
conteniendo los iniciadores especificos para G1 (9T1-1),
G2 (9T1-2), G3 (9T-3P), G4 (9T-4) y G9 (9T-B); y mezcla B,
conteniendo iniciadores especificos para los genotipos G5

(FT5), G6 (DT6), G8 (HT8)y G10 (ET10).

La determinacién del genotipo P (VP4) fue realizada por
medio de RT-PCR seguida de nested-PCR, conforme
descrito por Gentsch et al'’. En resumen, el gen completo
de la proteina VP4 fue sometido a transcripcién reversa, y
un fragmento de 876 pares de base fue amplificado. Se
utilizaron iniciadores especificos para los genotipos P[8]
(1T-1), P[4] (2T-1), P[6] (3T-1) y P[9] (4T-1)

RESULTADOS

EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE LA INFECCION POR
ROTAVIRUS DELTIPO G1

La mayor frecuencia de rotavirus del tipo G1 (68%, 232
de 343) se encontré durante una vigilancia realizada en
2003, en hospitales pedidtricos, mientras que la menor
(11%, 31 de 281) se verificd durante otra investigacion
involucrando nifios hospitalizados, realizada entre 1998 y
2000 (Tabla 1). La edad promedio de los 148 nifios
infectados por G1 fue de 13 meses de edad (variando
entre 2 meses y 3 afios), de las los 70 (47%) tenian <1 afio,

Table 1 — Caracteristicas de los estudios por rotavirus en Belém, Pard, Brasil, de 1982-2003

Estudio, Titulo Caracteristicas Perfodo Franja Etfaria N°® muestras  Frecuencia de RV Referencia
Abreviado Positivas para RV Gl
.. . 20
A, Estudio longitudinal Ambulatorio %c::;né);eieﬂ)%%? 0 - 3 afios 36/441 (8%) 25% (9/36) L'Gh;égj
B, Test con la vacuna  Test doble-ciego Junio de 1990
RRV-TV controlado con unio de O 1mes-2 9% 49% (44/90 Linhares®
olacebo junio de 1992 aRos 90/1990 (4%) 6 (44/90) (1996)
C,Nosocomial/ Noviembre de 1992 B o s
infecciénencomunidgd Hospi’ro|0rio gvrfg;orge 16994 0 - 5 anos 48/290 (] 64)) 29% (] 4/48) G(Lisgn;]?%())
D, Estudio Hospital- Hospitalario ~ Mayode 1998 a 0.3 qfos  281/834 (34%)  11% (31/281) Gabbay
Centinela mayo de 2000 (comunicacioén)
E, Vigilancia pre- Hospitalario Marzo a octubre 5 qaos  343/762 (45%)  68%* (232/343) Abate' (2004)

de 2003

vacunaciéon

* 50 Las muestras se seleccionaron para la revisién.



PAGE DE LAS MUESTRAS G 1

Los perfiles de RNA fueron visualizados en 116 (78%)
de las 148 muestras testeadas. Tres variedades de
electroferotipos largos (L1, L2 y L3) fueron identificadas
con base en las diferencias de migracién de los segmentos
gendmicos 2, 5y 10. Cuando se realiza la comparacién
del electroferotipo L1 con el L2, el segmento 2 de la
variedad L2 migré més lentamente que su correlato L1. En
relacién a L3, se observaron diferencias de migracién entre
los segmentos 5y 10, en comparacién a L1. Un segmento
extra fue encontrado en una muestra presentando el perfil
L1 (Figura 1). El electroferotipo més frecuente fue L1 (79%,
92 de 116). El Estudio E presenté el mayor nimero de
muestras caracterizadas por PAGE (96%, 48 de 50).
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Figura 1 - Electroforesis en gel de poliacrilamida de muestras de
rotavirus del tipo G1 identificadas en Belém, Parg,
Brasil. C1: Control, electroferotipo largo; C2:
Control, electroferotipo corto; Muestras 1, 3, 4, 7 y
10 — perfil L1 de RNA; Muestras 2, 5y 8 — perfil L2 de
RNA; Muestra 6 — perfil L3 de RNA; Muestra 9 — no
caracterizada (« grandes diferencias en la migracién
de segmentos de los genes; <4 segmento extra)

Table 2 — Electroferotipos y genotipos P de 148 muestras
de rotavirus del tipo G1 colectadas entre 1982
y 2003 en Belém, Pard, Brasil.

Electroferotipos

Muestras Total
L1 L2 L3 NC*

G1P[8] 66 13 2 13 94
G1P[4] 2 1 - 1 4
G1P[é] 1 1 - 4
G1P[4]+[6] 1 - 1 1
G1P[4]+[8] 6 1 - 4 11
G1P[6]+[8] 7 1 1 1 10
G1P[4]+[6]+[8] 1 - - - 1
G1+G4P[6]+P[8] - - - 1 1
G1P|NT] 8 3 - 7 18
Total 92 20 4 32 148

Observacién: Sefales convencionales utilizadas:
— Datos numéricos iguales a cero;
* NC: no caracterizados por PAGE;
" NT: no tipados para P.

GENOTIPADO DE LOS TIPOS G Y P DE ROTAVIRUS

Fueron detectadas 147 muestras conteniendo
especificidad para el tipo G1 y una muestra presentando
una infeccién mixta G1+G4. El genotipo P puede ser
determinado en 130 (88%) muestras. El tipo P[8] fue lo mdas
frecuente (64% de los casos). Ademds de eso, las infecciones
mixtas P[6] + P[8], P[4] + P[8], P[4] + P[6] e P[4] + P[6] +
P[8] fueron encontradas en 11 (7%), 11 (7%), 3 (2%) e 1
(0.6%) muestras, respectivamente. La Tabla 2 presenta la
caracterizacién de 148 muestras por PAGE y RT-PCR (genes
VP4 y VP7). La combinacién G1P[8], que presenta el
estdndar L1, fue responsable por 45% de las infecciones.

DISCUSION

El rotavirus del tipo G1 todavia aparenta ser el genotipo
més prevalente, representando cerca de mitad de las
muestras circulantes en todo el mundo”. En paises
desarrollados, el genotipo G1 presenta las frecuencias
mds altas (70%-73%), mientras que en paises en
desarrollo, esas tasas parecen ser menores (36%-57%).
Esa diferencia puede ser atribuida a la circulacién mdés
frecuente de muestras incomunes, asi como a la
emergencia de nuevos genotfipos en los paises mds
pobres'” En este estudio, el tipo G1 fue detectado en 41%
de los casos de rotavirosis durante los 21 afos de
investigaciéon usando diferentes abordajes en las
poblaciones estudiadas. Los resultados aqui presentados
son semejantes a los de estudios realizados en Rio de
Janeiro, en donde 50% de las muestras obtenidas de nifios
con diarrea aguda eran del tipo G1*. Parra et al®
identificaron el tipo G1 en 17% de los casos en una
investigacién realizada en el Paraguay, entre 1998y 2000.
Esta diferencia puede estar relacionada a la alta
prevalencia del G4 y a la deteccién del G9 en aquel
estudio.

Las tasas de rotavirus G1 variaron entre 11% y 68% en
las investigaciones analizadas. Las menores tasas se
observaron en el periodo entre 1998 y 2000. Estos
resultados se relacionan, probablemente, a la alta
frecuencia de especimenes no tipados, bien como a la
emergencia del G9 durante este periodo. Santos et al®
registraron que 79% de todas las muestras analizadas en la
ciudad de Salvador eran del tipo G9. Resultados semejantes
también fueron observados en Goids, en donde Costa et
al®, detectaron 34% de infecciones por rotavirus del tipo G9.
Estos descubrimientos sugieren que la emergencia del tipo
G9 en Brasil fue seguida por una amplia circulacién de
muestras presentando este genotipo.

Se destaca que, en este estudio, todas las muestras G1
presentaron electroferotipos largos. Estos perfiles de RNA
presentaron fres diferentes esténdares, lo que demuestra la
existencia de una gran diversidad de electroferotipos en la
regién. Todas las variedades fueron detectadas en los
especimenes de los Estudios By D, que, por su vez, presentaron
una alta frecuencia de muestras incomunes y no tipadas (datos
no presentados). Luz et ol defectaron dos variedades de
electroferotipos largos, y 19 % de los especimenes del tipo G1
presentaron perfil corto, con tres variedades circulando entre
nifios con diarrea en el Estado de Maranhéo.

El G1P[8] ya fue considerado en diversos paises como
el genotipo circulante predominante”. En el presente
estudio, este genotipo fue detectado en 64% de las
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muestras. Datos semejantes fueron obtenidos por Gentsch
et al” y Castello et al® en investigaciones realizadas en
América Latina. Esos estudios registraron la ocurrencia de
esta combinacién en 52% y 40% de las infecciones por
rotavirus, respectivamente. En Brasil, Carmona et al’
detectaron el GI1P[8] en 67% de los especimenes
colectados en un periodo de ocho afios en Séo Paulo.

En nuestro andlisis encontramos una infeccién mixta
involucrando a los genotipos G1+G4. Mascarenhas et al”
analizaron muestras fecales de un nifio recién nacido
hospitalizado con diarrea leve/moderada adquirida en
comunidad y observaron la ocurrencia de mezcla G1+G4.
Kebaabetswe et al'/, en una investigacién realizada en
Botsuana abarcando nifios con gastroenteritis, detectaron

involucrando a los rotavirus del tipo G1 (17% de los casos).
Das et al'® documentaron 30% de los casos con infecciones
mixtas en una investigaciéon con nifios hospitalizados en
India, a pesar de otros fipos G haber sido descritos. Las
mayores fasas de infecciones mixtas fueron detectadas
principalmente en paises en desarrollo, probablemente por
la ocurrencia de rearreglos genéticos de rotavirus, lo que
puede llevar a la emergencia de nuevos tipos G y P de
rotavirus circulantes, bien como al escape de especimenes
mutantes.

Por lo que sabemos, este es el primer estudio a abordar
la caracterizacién molecular de rotavirus del tipo G1 en
Brasil. Nuestros hallazgos suministran datos que permitirdn
una mejor comprensién a respecto de la diversidad

molecular asociada a las infecciones por este tipo de
rotavirus antes del advenimiento de la vacuna. Abordajes
mdés especificos abarcando la secuenciacién de
nucledtidos pueden ser aplicados para evaluar la

las infecciones mixtas G14+G2, G1+G8 y G1+G3+G9

en 6%, 22%y 6% de los casos, respectivamente.

Es importante resaltar la frecuencia de infecciones mixtas

Caracterizacdo molecular de rotavirus humanos do tipo G1 detectados em criancas de
Belém, Pard, Brasil

RESUMO

Os rotavirus sdo responsdveis por 40% das ocorréncias de gastroenterites infantil no mundo, resultando em 611 mil
mortes anualmente, e o rotavirus do tipo G1 representa o seu gendtipo circulante mais comum. O objetivo do presente
artigo foi realizar a caracterizacdo molecular das amostras de rotavirus do tipo G1 obtidas de criancas que participaram
de estudos anteriormente conduzidos na Cidade de Belém, norte do Brasil, por um perfodo de 21 anos (1982 a 2003). O
rotavirus do tipo G1 foi detectado por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida, ensaio imunoenzimatico (EIA) e
reacdo em cadeia da polimerase precedida da transcricdo reversa para os genes VP7 e VP4. Dos 798 espécimes positivos
para rotavirus, 330 (41%) apresentavam especificidade G1 por EIA, usando anticorpos monoclonais. Um total de 148
amostras do tipo G1 foram analisadas por meio da reacéo em cadeia da polimerase precedida da transcricéo reversa. A
caracterizacéo dos eletroferotipos e genétipos P dos rotavirus do tipo G1 ocorreu em frequéncias de 78% e 88%,
respectivamente. Trés variedades de eletroferotipos longos foram identificados, sendo L1 a predominante (79%). A
combinacéo G1P[8] foi a mais frequente, responsdvel por 64% dos casos. As infeccoes mistas G1P[6]+P[8],
G1P[4]+P[8], G1P[4]+P[6] e G1P[4]+P[6]+P[8] foram encontradas em 11 (7%), 11 (7%), 3 (2%) e 1 (0,6%) amostras,
respectivamente. Uma amostra apresentando infeccdo mista G1+G4 foi identificada. Ressalte-se que este é o primeiro
estudo a abordar a caracterizacdo molecular de rotavirus do tipo G1 no Brasil. Nossos achados permitirdo melhor
compreensdo a respeito da diversidade molecular associada as infeccdes por rotavirus do tipo G1 em nossa regido.

Palavras-chave: Gastroenterites; Infeccdes por Rotavirus; Variacdo Genética.

Molecular characterization of G1 human rotaviruses detected in children from Belém,
Parq, Brazil

ABSTRACT

Rotavirus is responsible for 40% of gastroenteritis infections worldwide, resulting in 611 thousand deaths annually among
infants and young children. The aim of the present study was to perform molecular characterization of strains of the most
common circulating rotavirus genotype (G1), which was obtained from children participating in studies previously
conducted in Belém, northern Brazil over a 21-year period (1982 to 2003). G1 type rotavirus was detected by
polyacrylamide gel electrophoresis, enzyme immunoassay and by reverse transcription polymerase chain reaction for the
VP7 and VP4 genes. Of 798 specimens that were found to be positive for rotavirus, 330 (41%) had G1-specificity by EIA
using monoclonal antibodies. A total of 148 G1 strains were analyzed by reverse transcription polymerase chain reaction.
Electropherotypes and P genotypes characterization of G1 rotavirus occurred at frequencies of 78% and 88%, respectively.
Three long electropherotype varieties were identified, with the L1 variety the most frequently found (79%). The G1P[8]
combination was the most frequent, responsible for 64% of cases. Mixed infections of G1P[6]+P[8], G1P[4]+P[8],
G1P[4]+P[6] and G1P[4]+P[6]+P[8] were found in 11 (7%), 11 (7%), 3 (2%) and 1 (0.6%) samples, respectively. One
sample displaying a mixed G1+G4 infection was found. To our knowledge, this is the first study to focus on G1 rotavirus
molecular characterization in Brazil. Our findings provide information that will allow a better understanding of the
molecular diversity of G1 rotavirus infections in our region.

Keywords: Gastroenteritis; Rotavirus Infections; Genetic Variation.
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