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Rotavirus

INTRODUCCION
Rotavirus es una de las causas mas frecuentes de enfermedad diarreica en humanos, otros
mamiferos y aves, en todo el mundo. Fueron descubiertos observando al microscopio electrd-
nico biopsias de duodeno en nifios con diarrea aguda. Subsecuentemente fueron detectados
en heces por microscopia electrénica.

En paises en vias de desarrollo contribuye a una considerable morbilidad y mortalidad
entre los nifios pequefios. Son también causantes de brotes y epidemias de diarrea intrahos-
pitalaria.

MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA

Pertenecen a la familia Reoviridae, junto con los reovirus. El término rotavirus deriva de
la palabra del latin rota que significa rueda, por su aspecto de doble rueda al microscopio
electrénico.

El genoma viral consiste en 11 segmentos de ARN doble cadena, codificando cada uno
de ellos para una tnica protefna, ya sea estructural o no estructural (salvo el segmento 11
que codifica para 2 protefnas no estructurales). Las protefnas estructurales (VPs) forman
parte de la particula viral mientras que las protefnas no estructurales (NSPs) colaboran
en la replicacién viral, morfogénesis, restriccién del hospedero, secuestro de la maquinaria
biosintética celular y en la patogenia.

Rotavirus porta su propia ARN polimerasa ARN dirigida, la cual es codificada en el
segmento 1 (proteina VP1).

El virién intacto mide aproximadamente 100 nm de didmetro y se caracteriza por pre-
sentar una triple capside proteica. La c4pside externa se halla conformada por las proteinas
que conforman las espiculas VP4 y por la protefna mayoritaria de la cubierta VP7. Dichas
protefnas de la cépside externa son inductoras de la produccién de anticuerpos neutralizantes
fundamentales en la proteccién inmune ante infecciones por rotavirus.

La cépside intermedia se encuentra constituida en su totalidad por VP6, donde se encuen-
tran los epitopes especificos de grupo y subgrupo antigénico. Finalmente la c4pside interna,
denominada también con el nomobre de core, se halla constituida por la proteina VP2 y en
sus vértices los complejos VP1-VP3 de transcripcién/replicacién. Dicha capside es la que
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contiene en su interior el genoma viral.

De acuerdo a esto los viriones podrfan presentarse en tres configuraciones distintas: las
particulas de triple envoltura (TLPs), con o sin espiculas; de doble envoltura (DLPs); y de
envoltura tGnica (SLPs).

Las TLPs son las particulas completas infectivas; poseen la capside externa constituida
por VP4 y VP7.

Las DLPs carecen de VP7 y VP4, siendo las particulas con capacidad de replicarse y
transcribirse, aunque no son infectivas. Poseen 780 moléculas de VP6 dispuestas en 260
trimeros formando una especie de malla icosaédrica perforada por 3 tipos de canales, los
cuales se ubican siguiendo la simetria de la particula, a nivel de los vértices. Por ellos se
transportan nucleétidos, ATE etc. hacia adentro de la particula y, a su vez, se exportan los
mARN virales hacia el citoplasma. La cépside de VP7 obstruye los canales por lo que los
mensajeros no podrian emerger de la particula. Por otro lado, para que se dé una replicacién
y transcripcién activas VP6 debe adoptar una conformacién particular, dada a nivel de las
DLPs. La conformacién activa de la polimerasa depende de contactos apropiados con VP2,
los cuales dependen de su interaccién con VP6 en las DLPs.

Las SLPs se corresponden con particulas que solo presentan la capside de VP2. La misma
esta constituida por 60 dimeros de dicha proteina, presentando también perforaciones o
canales que se contactan con los de la capside intermedia. En su interior contiene al genoma
viral compactado, junto a los complejos VP1-VP3 (de replicacién/transcripcién) presentes
en los vértices internos del icosaedro. No es capaz de replicarse debido a que la polimerasa
(VP1) para activarse, necesita interactuar con la VP2 en una conformacién apropiada dada
por la VP6. Tampoco son infectivas, debido a que carecen de VP4 y VP7.

CLASIFICACION

La protefna VP6 presenta los epitopes especificos de grupo en base a los cuales se han defi-
nido siete variantes: A, B, C, D, E, F y G. Las variantes A, B, y C se asocian a infecciones en
humanos y D, E, F y G se asocian con infecciones en animales.

Para rotavirus del grupo A, los serotipos quedan determinados por la presencia de epitopes
especificos presentes a nivel de protefnas de la capside externa VP4 y VP7 definiéndose 14
serotipos G — glicoproteina (en base a epitopes reconocidos en VP7) y 13 serotipos P — proteasa
sensible (segdn epitopes en VP4).

Existe también una clasificacién basada en los perfiles de bandas correspondientes a los
segmentos de genoma viral obtenidos tras un ensayo de electroforesis en gel de poliacrilamida
no desnaturalizante tefiido con nitrato de plata, definiéndose de esta manera lo que se ha
denominado electroferotipos. Es posible asf distinguir 2 grandes grupos de electroferotipos
(figura 1): el largo y el corto dependiendo de que los segmentos 10 y 11 migren mds o menos
en el gel respectivamente. Particularmente en los rotavirus del grupo A los 11 segmentos
genémicos migran agrupados en 4 clusters o grupos de bandas con la conformacién 4-2-3-2

Los rotavirus del grupo A también se pueden clasificar en: 1) subgrupos Iy Il en base a
anticuerpos monoclonales contra epitopes especificos de subgrupo en la protefna VP6, las
cepas que no reaccionan con ningin monoclonal se dicen que son no I, no II; 2) en genoti-
pos NSP4, que se determinan secuenciando parte del segmento 10, identificAindose hasta la
fecha 6 genotipos, de la A a la E Las cepas humanas se corresponden a los genotipos A, B,
C, con igual distribucién.

Los rotavirus no A se diferencian sobre todo mediante el perfil genémico obtenido por elec-
troforesis en gel de poliacrilamida, (PAGE), tefiido con nitrato de plata (electroferotipos).
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Figura 1. Representacion esquematica de una electroforesis en gel de poliaclilamida no
desnaturalizante tefiido con nitrato de plata, mostrando los grupos de bandas correspondi-
entes a cada segmento de genoma para cada uno de los grupos de rotavirus. Se observa
la conformacién 4:2:3:2 caracteristica de cepas correspondientes a rotavirus del grupo A
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CICLO DE REPLICACION
Adsorcion-posible receptor

La naturaleza del receptor o receptores celulares para rotavirus ain permanece en investi-
gacién. Se sabe que existe un dominio de unién al 4cido sidlico a nivel de la fraccién VP8
y un posible dominio de unién para protefnas de tipo integrinas en la fraccién VP5, a nivel
de de las espiculas VP4. Recientemente se determiné la presencia de dominios de unidad a
alpha-beta integrinas a nivel, tanto de VP7 como VP4.

VP5 y VP8 resultan del clivaje de VP4 por proteasas. VP8 tendria la funcién de acercar
al virién al receptor por su interaccién con dicho carbohidrato, permitiendo una interaccién
posterior mas intima entre VP5 y el receptor definitivo.

Penetracion
Una vez unido a la célula, el virus se internaliza posiblemente con participacién de VP4 y
VP7. Se sabe que la exposicién de las nuevas particulas a un ambiente rico en proteasas, como
el intestino delgado (en especial a la tripsina) incrementa notablemente la infectividad de
las mismas, haciéndolas m4s competentes tanto para la adsorcién como para la penetracién.
VP7 también es modificada en su conformacién luego del tratamiento con tripsina, aunque
su rol en la penetracién atin permanece oscuro.

Una vez dentro de la célula, la particula no posee VP4 ni VP7, pudiendo perderlas fuera
de la célula durante la penetracién o dentro de la misma, en un proceso dependiente del pH
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citoplasmatico.

Se han descrito dos modelos de penetracién para rotavirus. Uno de ellos es el modelo
de penetracién directa o de translocacion a través de la bicapa lipidica mediada por VP5, el
otro modelo es el de entrada por endocitosis.

Transcripcion—-replicacion

Una vez en el citosol, las particulas sin VP7 ni VP4 comienzan a transcribir los ARN mensajeros
virales. Durante la fase temprana (las primeras 3 h) se sintetizan primero los mensajeros que
daran lugar a protefnas no estructurales (NSP) fundamentales para el ciclo productivo, como la
NSP1 (que especifica el rango de huésped -posiblemente un factor transcripcional-), la NSP2
(helicasa viral -fundamental para el inicio de la transcripcién-), la NSP3 (la cual desplaza a la
Poli-A binding protein de los mensajeros celulares llevandolos a su degradacién -permitiendo
el secuestro de la maquinaria traduccional del huésped-), la NSP4 (enterotoxina viral), entre
otras. Algunas de estas cumplen roles durante la morfogénesis de las nuevas particulas.

Los mensajeros virales emergen hacia el citosol por los canales a través de la c4pside de
VP2 y VP6. De esto queda claro entonces, que para la emergencia de los mensajeros virales
es necesario que se elimine la capside de VP7, puesto que esta obstruye los canales.

Poco después (o en forma solapada) comienzan a expresarse los mARNS para las proteinas
estructurales. A medida que se van sintetizando las proteinas estructurales en el citosol (VP1,
VP3, VP2, VP6 y VP4) comienzan a formarse los primeros intermediarios de morfogénesis,
los que se van acumulando en inclusiones conocidas con el nombre de viroplasmas. Tanto la
NSP2 como otras protefnas no estructurales tales como la NSP5 y NSP6 intervienen en la
formacién de dichos viroplasmas y por tanto, en el ensamblaje de las nuevas particulas.

Se sabe que la NSP2 es también necesaria para el empaquetamiento de los nuevos segmen-
tos de genoma en las particulas progenie (debido a que se une al ARN viral monocatenario).
Posiblemente a altos niveles, la proteina se une a los mARNS virales y los introduce dentro
de la subparticula (actuando como sefial de empaquetamiento), propiciando adema4s su re-
plicacién (interactuando posiblemente de forma especifica con VP1-VP3 y VP2). Entonces,
una vez que las moléculas de mARN viral estén en el interior de la particula se asocian con
los complejos VP1-VP3, siendo transcriptas, una vez y solo una vez, en cadenas negativas,
las cuales permanecen asociadas a su complementaria formando las moléculas de dsARN
progenie para cada segmento.

Por otro lado, particulas virales hijas inmaduras con ARN bicatenario transcriben mas
moléculas de ARN de polaridad positiva las cuales son traducidas en mas proteinas, repitién-
dose la secuencia de reacciones (multiplicacién del ciclo de replicacién).

Ensamblaje y emergencia

Las primeras particulas en ensamblarse contienen solo la cdpside de VP2 y los complejos
VP1-VP3, siendo a nivel de estas donde se incorpora el genoma. Luego se ensambla la c4p-
side de VP6 y se incorpora la VP4. La VP7 es una glucoprotefna y como tal se sintetiza a
nivel del reticulo endopldsmico rugoso (al igual que la NSP4); por lo cual el ensamblaje de
las particulas completas requiere de la entrada a dicho organelo. La NSP4 acttia como sefial
de entrada al RER para las particulas inmaduras, sirviendo como receptor intracelular para
la VP6 y como agente nucleador para la incorporacién de VP7. Una vez dentro del RER, las
particulas adquieren triple envoltura, permaneciendo en el interior de vesiculas en donde
posiblemente se da la maduracién final de VP7 y quiza la exposicién temprana de las particulas
hijas a proteasas (tripsina), estabilizando y llevando a su conformacién nativa apropiada tanto
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a VP7 como (y fundamentalmente) a VP4.

Los virus salen de la célula por brotamiento (gemacién), a pesar de no ser virus envueltos.
Es posible que lo hagan a través de vesiculas que emergen del RER. El brotamiento se da
exclusivamente a nivel de la superficie apical del enterocito. También se da la emergencia por
lisis, cuando se acumulan numerosas particulas a nivel de la célula infectada.

PATOGENIA

Rotavirus infecta enterocitos maduros a nivel del intestino delgado; pero también puede ex-
tenderse al fleon distal y colon. Una vez infectado, el enterocito experimenta vacuolizacion,
distension del reticulo endoplésmico y de las mitocondrias, determinando la alteracién de la
arquitectura de la mucosa, con el consiguiente borramiento de las microvellosidades.

La diarrea posiblemente sea el resultado, sobre todo, de una menor superficie de absorcién
y de una disrupcién del epitelio. Por otro lado, la NSP4 posee actividad enterotoxina y su rol
al parecer serfa importante al comienzo de la enfermedad. Un producto de clivaje de dicha
proteina es liberado desde las células infectadas por un mecanismo independiente del aparato
de Golgi, siendo este producto el que ejerce efecto enterotoxina durante fases tempranas de la
enfermedad, via induccién de un aumento en los niveles de calcio intracitoplasmético. Una
vez formado el complejo NSP4-receptor se inducen sefiales que llevan a la activacién de una
proteina G asociada a este Gltimo, la cual activa una fosfolipasa C de membrana. Esta tltima
cliva residuos de fosfatidil inositol desatando la via del inositol trifosfato. Este segundo men-
sajero promueve la liberacién de calcio desde compartimientos secuestrantes hacia el citosol
y la posterior activacién y apertura de un canal de cloro especifico. Por lo tanto, se da una
masiva liberacién de Cl'y agua hacia la luz intestinal, dando lugar a la diarrea. La activacién
de dicho canal de cloro es un evento dependiente de la edad, por lo cual el efecto ejercido
por NSP4 se da solamente en individuos jévenes. Se comprobé también que dicha fraccién
de NSP4 puede disminuir las uniones intercelulares, destruyéndolas, y producir alteraciones
en el citoesqueleto del enterocito.

Aunque la replicacién puede darse a toda edad, la aparicién de los sintomas de la enfer-
medad depende de la edad del huésped infectado. La cantidad de receptores para el virus a
nivel de los enterocitos en el adulto podria disminuir, siendo quiz4 esto (al menos en parte)
responsable del desarrollo de infecciones asintomaticas. Que los lactantes sean los mas pro-
pensos a desarrollar la enfermedad puede depender, entre otras cosas, de un nivel reducido
de proteasas a nivel del intestino, el cual favorece la infeccién, de una menor absorcién a
nivel del colon, de la dieta, de la inmadurez de la respuesta inmune, etc.

EPIDEMIOLOGIA

Rotavirus es la causa més importante de gastroenteritis aguda en nifios pequefios a nivel
mundial. La infeccién por rotavirus es tfpicamente mas comtn durante el otofio e invierno,
son menos frecuentes durante el verano. La diarrea por rotavirus se da generalmente entre
los 6 - 24 meses de edad, sin embargo, también puede presentarse en nifios mayores. Durante
la temprana lactancia, la madre puede transferirle al recién nacido anticuerpos protectores
(por lo general del isotipo IgA) a través de la leche y calostro, pero a medida que el nifio deja
de ser amamantado, aumenta la susceptibilidad.

El adulto suele infectarse pero no se enferma, porque ya posee una respuesta de anticuerpos
especificos efectiva ya montada contra todas las variantes posibles de rotavirus, ya sea en forma
directa como cruzada, siendo las infecciones de tipo asintomadticas o con sintomas muy leves.
La inmunidad natural va lograndose con las sucesivas reinfecciones en la infancia.
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Se transmite fundamentalmente via aguas, alimentos y objetos contaminados con heces;
se da también por contacto directo y se ha postulado, aunque en mucho menor grado, que
podria darse la transmisién por aerosoles respiratorios.

Las cepas de rotavirus del grupo A son las mas importantes desde el punto de vista epi-
demioldgico, asociadas a enfermedad diarreica aguda, tanto en lactantes humanos como en
variados animales; siendo responsable de enfermedad esporadica como de brotes epidémicos.
Muchas de las infecciones en lactantes terminan en diarrea grave, especialmente cuando se
asocian a desnutricién, requiriendo hospitalizacién.

En Uruguay, conjuntamente con Escherichia coli en todas sus variantes patogenas intesti-
nales, rotavirus del grupo A es el agente m4s frecuentemente asociado a gastroenteritis infantil
(aproximadamente el 30 % de los casos). En los dltimos afios, se vino registrando un aumento
de los casos de gastroenteritis por rotavirus y un descenso en aquellos debido a E. coli patégeno
entérico, lo cual hace suponer que, al igual que en la mayor parte del mundo, rotavirus se ha
convertido en el agente de gastroenteritis infantil de mayor prevalencia a nivel local.

Nuevos estudios nacionales han demostrado que rotavirus es responsable del 40% de las
diarreas intrahospitalarias en el Hospital Pereira Rossell.

Estudios epidemiolégicos demuestran que la cocirculacién de diferentes electroferotipos,
el predominio de una o pocas variantes durante un determinado perfodo de tiempo y la apa-
ricién secuencial de las mismas, son rasgos comunes en estos virus.

MANIFESTACIONES CLINICAS
Los pacientes con infeccién por rotavirus se presentan con deposiciones liquidas abundantes,
que pueden llevar a la deshidratacién, vémitos y fiebre leve en la mitad de los casos.

DIAGNOSTICO

El diagnéstico etiolégico de rotavirus se realiza directamente a partir de la materia fecal,
fundamentalmente buscando antigenos especificos de grupo A (VP6) mediante técnicas
de ELISA directo, siendo una técnica sensible y especifica. También es posible extraer el
ARN gendémico viral directamente de la muestra, y llevar a cabo una electroforesis en gel de
poliacrilamida tefiido con plata, para evidenciar los electroferotipos caracteristicos de cepas
de rotavirus del grupo A o de cepas pertenecientes a otros grupos (esta técnica presenta una
altisima especificidad siendo su sensibilidad menor, dependiendo de la presencia de un alti-
simo recuento de viriones en la materia fecal). Suele utilizarse para confirmar los resultados
del ELISA directo.

A partir del ARN viral extraido de la muestra es posible llevar a cabo ensayos de RT-PCR
multiplex, en los cuales se utilizan varios primers anti-serotipos G especificos (PCR miuiltiple
para el gen que codifica para VP7) o anti-miiltiples genotipos asociados a los serotipos P mas
prevalentes (PCR miuiltiple para el segmento 4). La RT-PCR ha mostrado una alta especifi-
cidad y sensibilidad, sirviendo adem4s para estudios de tipo epidemiolégico ya que permite
identificar a que tipo pertenece un aislamiento dado, sin recurrir a técnicas de secuenciacién
o de identificacién en base a anticuerpos monoclonales de tipo neutralizantes, las cuales son
muy costosas.

Para estudios de tipo epidemioldgico (seroprevalencia), suelen utilizarse técnicas de tipo
seroldgicas tales como ELISA de captura para Ac de tipo neutralizantes anti VP4 y VP7 pre-
sentes en el suero del paciente y estudios de seroconversién; deteccién de coproanticuerpos
(IeM e IgA) mediante ELISA en muestras pareadas de materia fecal; etc.
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INMUNIDAD Y VACUNAS

La infeccién natural repetida por rotavirus protege al huésped contra una subsecuente

infeccién por dicho agente, estando asociada a la produccién de anticuerpos antirotavirus

séricos y en la mucosa, de tipo IgM, IgG e IgA; esta proteccion es a largo plazo. Por otro lado,
tiene lugar una respuesta de tipo celular mediada fundamentalmente por linfocitos TCDS8
citotéxicos, a corto plazo.

La protefna més inmunogénica serfa VP6. Anticuerpos dirigidos contra esta protefna
generardn proteccién. También se ha visto que anticuerpos dirigidos contra VP4 y VP7
neutralizan el virus y proveen de proteccién. Muchas de las respuestas producidas por VP7
son de tipo especffica.

Se han propuesto vacunas, las cuales apuntan, no a erradicar la infeccién, sino a eliminar
los sintomas de la diarrea severa en lactantes, y por tanto, el nimero de nifios hospitalizados.
Para el desarrollo de vacunas, los datos obtenidos de estudios de epidemiologia molecular son
de vital importancia para establecer las cepas circulantes de una regién dada, y por tanto, los
posibles candidatos para ser usados como inmundégenos.

Hasta la fecha existen dos vacunas contra rotavirus, pero con poco éxito relativo:

* Lavacunarecombinante humano — rhesus, la cual contiene una cepa de rotavirus simiesca
(mono rhesus) especifica para el serotipo 3 de VP7, y 3 cepas recombinantes humano
—rhesus con 10 genes de la cepa simiesca y un tinico gen de rotavirus humano que codifica
para VP7 especffica de los serotipos 1, 2 o 4.

* Esta vacuna indujo una buena respuesta frente a las 4 cepas de rotavirus mas importantes
en términos clinicos a nivel mundial (80% de efectividad); aunque se asocia a un cuadro
febril leve transitorio en un tercio de los vacunados. En una cierta proporcién de los lac-
tantes vacunados indujo trastornos intestinales graves (intususcepcién) una a dos semanas
después a la administracién de la primera dosis, por lo que fue retirada del mercado.

* Lavacuna tetravalente recombinante humano — bovino fue desarrollada utilizando cepas
de rotavirus humano correspondientes a cada uno de los 4 serotipos méas prevalentes a
nivel mundial (G1 —4) como donantes del gen que codifica para VP7, y la cepa bovina
UK Compton como donante de los 10 genes restantes. Primero se evalu6 la eficacia de
las cepas recombinantes monovalentes por separado y luego del preparado tetravalente,
demostrandose que resultaban seguros y capaces de inducir una buena respuesta inmune
en nifios menores de 6 meses (80%). Las reacciones febriles fueron menos frecuentes
durante la fase de ensayos con voluntarios. Atn no se encuentra disponible.

La inmunidad completa en nifios requiere de miiltiples dosis vacunales en el transcurso
del tiempo (o mdltiples reinfecciones naturales).

Otros virus entéricos

Si bien rotavirus es el agente de gastroenteritis viral mas difundido en el mundo entero,
existen varias familias de virus asociadas a este cuadro. Se han identificado como agentes
importantes de enfermedad diarreica tanto en nifios pequefios como en adultos, en pacientes
inmunocompetentes e inmunodeprimidos (sobre todo HIV-positivos), asociados a brotes por
ingesta de alimentos y agua contaminada, pueden causar infecciones en la comunidad o en el
hospital, o presentarse como casos esporadicos. Entre estos, podemos destacar a las familias
Adenoviridae, Astroviridae, Caliciviridae y Picobiraviridae (Picotrirnaviridae).

Algunas de estas familias se caracterizan sobre todo, por incluir variantes con tropismo
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por otros tejidos o que afectan en forma preferencial otras superficies mucosas, no siendo
patdgenos estrictos del tracto gastrointestinal. Tal es el ejemplo de Adenoviridae (agentes de
procesos respiratorios) y Caliciviridae (virus de la hepatitis E). Hasta el momento, los aisla-
mientos humanos pertenecientes a las familias Astroviridae y Picobirnaviridae se han asociado
enteramente a casos de gastroenteritis bajo diferente contexto. A pesar de no ser catalogado
como agente de gastroenteritis, se ha postulado que en pacientes HIV-positivos en estadio
SIDA, el propio virus de inmunodeficiencia humana podria infectar al enterocito produciendo
un cuadro de diarrea, sin que este sea el sitio blanco definitivo de infeccién.

Los miembros de la familia Picornaviridae, subfamilia Enterovirinae (virus de la polio,
Echovirus, Coxsackie), el virus de la Hepatitis A, entre otros que utilizan la ruta de transmi-
sién fecal-oral, tienen como sitio primario de infeccién la mucosa gastrointestinal, sin estar
implicados como agentes de gastroenteritis.

En esta seccién nos dedicaremos exclusivamente a las familias Adenoviridae, Astroviridae,
Caliciviridae y Picobirnabviridae, las otras familias o agentes virales serdn analizados en sus
correspondientes capitulos.

ADENOVIRUS ENTERICOS

Morfologia y estructura

Los adenovirus entéricos, al igual que las variantes asociadas de forma exclusiva a infecciones
del tracto respiratorio, pertenecen al género Mastadenovirus. Son virus no envueltos de simetria
icosaédrica, miden aproximadamente 70-90 nm. Los 252 capsémeros (unidades estructurales
de la particula) que forman la capside se organizan en 240 hexdmeros y 12 pentdmeros, en
las caras y vértices del icosaedro, respectivamente. Se caracterizan sobre todo por presentar
en cada uno de sus 12 vértices (pentdmeros) un apéndice proteico con forma de antena, al
cual se le denomina fibra fuségena o fibra del pentén, de utilidad durante la adsorcién de la
particula a sus receptores especificos a nivel de la membrana plasmética de la célula permisiva.
Por otro lado, la fibra y la base del pentén intervienen en la liberacién de la particula viral
desde el endosoma al citosol y en el desensamblaje.

Presentan un genoma de ADN doble hebra, lineal con un tamafio que oscila entre 33 —45
Kb. Se replican en el niicleo de la célula infectada, utilizando la ARN-polimerasa II celular
para transcribir sus genes. Los genes virales se organizan en cinco unidades transcripcionales,
de las cuales cuatro se corresponden a los genes de la fase muy temprana y temprana (E1-AB,
E-2, E-3y E-4), la quinta unidad comprende a los genes tardios (E-5). Cada unidad presenta
un conjunto de genes y su propio conjunto de promotores y secuencias lideres, pudiendo ser
transcripta en uno o varios transcriptos, los que a su vez, son procesados en las diferentes
especies de mARN por mecanismos de splicing alternativo. Por otro lado, los mensajeros indi-
vidualmente pueden codificar distintas protefnas a partir de marcos de lectura superpuestos,
codones de iniciacién alternativos, etc.

Sintetizan su propia ADN-polimerasa y una protefna terminal (PT) de unién al extremo
3’ de cada hebra del ADN viral, la cual une una molécula de dCTP actuando como cebador
(primer) para la replicacién (ambos, junto a la proteina de 72 KDa intensamente fosforilada,
productos de la unidad E-2).

La regulacién de la expresién de las diversas unidades transcripcionales se da por un
efecto combinatorio en cascada de varios de los productos de los genes muy tempranos y
tempranos (productos de los genes E1A y E1B; E-2; E-3 y E-4), la mayorfa, son fosfoprotefnas
activadoras en trans de la transcripcién de los genes virales, en colaboracién con factores
transcripcionales celulares. Algunas de estas también se encargan de promover la replicacién
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viral y en ciertos casos, la activacién de replicones en la célula huésped, siendo efectoras de
transformacién celular.

Algunas proteinas codificadas en las unidades E-3 y E-4 se encargan de interferir con los
mecanismos de defensa del huésped (bloqueo de la presentacién de antigenos virales bajo la
forma de péptidos en el contexto de moléculas de HLA-1, inhibicién de la lisis inducida por
el factor de necrosis tumoral alfa - TNF-a-, etc.) y del secuestro de la maquinaria biosintética
de la célula, entre otras funciones.

Clasificacion

Las cepas de adenovirus pueden clasificarse en seis subgéneros (A — F) en base a diferencias
en la capacidad hemaglutinante, propiedades oncogénicas, al tipo y tamafio de las proteinas
estructurales (SDS-PAGE y Western blot) y al grado de homologfa a nivel de la secuencia de
nucleétidos en el ADN genémico (petfiles de digestién con enzimas de restriccién; RFLP;
etc).

Mediante ensayos de neutralizacion, se sabe de la existencia de unos 47 serotipos distintos
de adenovirus asociados a enfermedad en humanos. El término adenovirus entéricos se re-
fiere sobre todo a las cepas pertenecientes a los serotipos 40 y 41 en el subgénero E También,
aunque en menor nimero, pueden darse aislamientos asociados a enterocolitis pertenecientes
al subgénero A, de los serotipos 12, 18 y 31. Los serotipos 40 y 41 del subgénero F son causa
importante de gastroenteritis a nivel mundial sobre todo en nifios, aunque también se dan
brotes que involucran individuos adultos inmunocompetentes.

Patogenia

Existe muy poca informacién acerca de los mecanismos fisiopatoldgicos involucrados en las
infecciones por adenovirus entéricos. De algunos estudios in vitro e in vivo se vio que dichas
cepas del virus tenfan predileccién por células epiteliales con microvellosidades, concentran-
dose a nivel de las mismas, produciendo una alteracién en el borde en cepillo. Sin embargo,
aun no se conoce cémo la infeccién afecta decididamente la funcién intestinal.

El perfodo de incubacién es de 3 a 10 dfas. La diarrea no se acompafia de deshidratacién
ni de fiebre alta aunque, a diferencia de rotavirus, suele ser de mayor duracién. En promedio,
los sintomas se extienden por 6 a 9 dias, existiendo un rango de duracién que oscila entre los
4 alos 23 dias. Muchas veces, la fiebre y los vomitos preceden o acompafian a la diarrea.

Epidemiologia

El 2 a 22% de las diarreas virales en todo el mundo son causadas por adenovirus, aunque esta
cifra puede ser subestimada debido a inadecuados métodos de estudio. No presenta un patrén
estacional de aparicién como rotavirus. Infecta més frecuentemente a nifios de entre tres o
cuatro afios, y menos frecuentemente a adultos. Se transmite por via fecal-oral.

Diagnéstico

La microscopia electrénica fue el método de deteccién inicial pero actualmente se dispone
de ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) comerciales, a los cuales se les ha incorporado anti-
cuerpos monoclonales, presentando una buena sensibilidad. También se dispone de técnicas
de hibridacién pero tienen una muy baja sensibilidad. El an4lisis del ADN con enzimas de
restriccién es el método utilizado para clasificar las distintas cepas aisladas.
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ASTROVIRUS
Los miembros de la familia Astroviridae se identificaron por primera vez en 1975 a través de
microfotografias electrénicas de muestras procesadas de materia fecal provenientes de nifios
con diarrea aguda.

Los astrovirus han sido clasificados en ocho serotipos (HAstV-1 a HAstV-8) de acuerdo
a diferencias en los epitopes presentes a nivel de la protefna de la cépside. La serotipificacién
se basa sobre todo en inmunofluorescencia directa (IF) sobre cultivo de células infectadas,
utilizando antisueros de referencia hechos en conejo contra los distintos serotipos. Estos
grupos antigénicos se correlacionan perfectamente con 8 genotipos diferentes, los cuales
se determinan secuenciando una regién de 348 pb a nivel de la secuencia nucleotidica del
ORF-2. La mayoria de los estudios llevados a cabo en el mundo indican que el serotipo
mayoritariamente implicado a casos de gastroenteritis es el HAstV-1. Por otro lado, HAstV-
6/1/8 se afslan rara vez.

Morfologia y estructura

Astrovirus es un virus desnudo de simetrfa icosaédrica, mide 28-30 nm de didmetro, cuya
cépside al microscopio electrénico recuerda a una estrella de 5 0 6 puntas (por ello el nombre
de astrovirus). Poseen un genoma de ARN monocatenario lineal, de polaridad positiva, de
aproximadamente 6,8 Kb.

El genoma esta constituido por una regién no codificante en el extremo 5 (UTR-5’
o NCR-5’); 3 marcos de lectura abiertos (ORFs), ORF-1a y ORF-1b, codifican proteinas
no estructurales (una proteasa viral y una ARN-polimerasa ARN dependiente) y ORF-2
codifica protefnas precursoras de la capside y finalmente, una regién UTR-3’ corta (por lo
general de 8 nucleétidos), seguida de una cola poli-A de aproximadamente 30 nucleétidos.
La porcién C-terminal de la protefna de la c4pside presenta mayor variabilidad de secuencia
que la N-terminal. Esta variabilidad es la que define los distintos genotipos asociados a los
virus aislados hasta el momento.

Recientemente, se ha detectado en el citoplasma de células infectadas por astrovirus la
presencia de un ARN subgenémico que contendria solo a ORF-2; lo cual implicarfa algdn tipo
de procesamiento postranscripcional o la sintesis de ARNs menores durante la replicacién del
genoma viral, como mecanismo de amplificacién de la sintesis de la protefna de la capside.

Ciclo de replicacion

Como para otras familias de virus ARN monocatenario (por €j. Picornaviridae) de polaridad
positiva, el virus se adsorbe a receptores especificos en la superficie celular por medio de un
dominio de unién en la proteina de la capside, siendo luego transportado al citoplasma donde
sufre un proceso de decapsidacién liberando el genoma al citosol. Una vez alli, el genoma
procede inmediatamente al secuestro de la maquinaria de traduccion celular, sintetizdndose
una gran poliprotefna viral (aproximadamente 2250 amino4cidos) conteniendo a la proteasa,
la ARN-polimerasa y al precursor de la cépside. Esta primero es autoprocesada dando como
producto a la proteasa viral en su forma nativa, la cual culmina el procesamiento de las
restantes protefnas virales. Una vez sintetizada la ARN-polimerasa viral, el genoma parental
puede empezar a replicarse, sucediendo este proceso en el citoplasma. El ensamblaje de las
nuevas particulas, la maduracién de las protefnas virales y la replicacién son procesos que
ocurren casi simultdneamente. Existe todo un conjunto de intermediarios de morfogénesis
conformado por particulas inmaduras en distintos estadios. Posiblemente, el genoma sea
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incorporado dentro de la particula a nivel de algunos de dichos intermediarios. La salida del
virus se realiza por lisis celular.

Patogenia

Astrovirus ha sido detectado en la superficie epitelial del intestino delgado y en macréfagos de
la l4mina propia. En animales, astrovirus produce la vacuolizacién, seguida de la degeneracién
y posterior muerte de la célula, lo que determina la atrofia vellositaria.

Epidemiologia

Las variantes humanas astrovirus conocidas hasta el momento, son patégenas exclusivas del
tracto gastrointestinal, siendo agentes importantes de enfermedad diarreica en el mundo
entero, sobre todo en nifios y ancianos (aunque también puede darse en otros grupos etireos).
También se han asociado de manera importante con diarrea en el paciente HIV-positivo o
con otros factores responsables de inmuno compromiso.

Algunos estudios lo colocan como el primer agente etiolégico de gastroenteritis en pa-
cientes HIV-positivos, por encima de los agentes bacterianos implicados; siendo si, el primer
agente viral asociado a casos de diarrea en este grupo (por encima de calicivirus y adenovirus
del grupo E serotipo 40 y 41).

Los brotes de diarrea por astrovirus son bastante frecuentes, pudiendo ocurrir tanto en
comunidad como en el hospital. La incidencia de la diarrea por astrovirus en nifios a nivel
mundial, tanto en pafses desarrollados como en vias de desarrollo, es del orden del 2 al 9 %;
aunque algunos estudios reportan una prevalencia superior al 26%.

La transmisién en nifios es usualmente de persona a persona. En base a estudios de se-
roprevalencia en diferentes comunidades del mundo se ha visto que la mayorfa de los nifios
generan respuestas de anticuerpos contra las diversas variantes de astrovirus durante el
primer afio de vida. Por lo que se ha reformulado la importancia de tales virus como agentes
de enfermedad diarreica, siendo en muchos casos considerados como la segunda causa mas
comin de gastroenteritis viral en nifios (luego de rotavirus).

Manifestaciones clinicas

El perfodo de incubacién es de uno a cuatro dias después de la exposicion, la enfermedad se
manifiesta aproximadamente al cuarto dia causando deposiciones liquidas, vémitos, distensién
abdominal y deshidratacién, la severidad de la enfermedad es menor que rotavirus. Hay un
aumento de la incidencia en el invierno.

Diagnéstico

El diagnéstico y los estudios de tipo epidemiolégico se basaban fundamentalmente en mi-
croscopfa electrénica de las muestras (debido a la forma peculiar del virién y al alto recuento
alcanzado en heces) o técnicas inmunoenzimaticas (ELISA directo).

En los Gltimos afos, se ha desarrollado e incrementado el uso de la reaccién en cadena
de la polimerasa con previa retrotranscripcién (RT-PCR), lo cual ha incrementado el ntimero
de casos positivos para astrovirus debido a una mayor sensibilidad respecto a las técnicas
anteriormente mencionadas, las cuales dependfan de un alto titulo de viriones en materia
fecal. Por otro lado, la RT-PCR para regiones dentro de los marcos de lectura ORFla, ORF1b
y ORF2 permite genotipificar los aislamientos y analizarlos del punto de vista filogenético
(tras la secuenciacién).
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PICOBIRNAVIRUS

Son virus relativamente pequefios, miden aproximadamente 35 nm de didmetro, desnudos,
presentan una céapside de simetrfa icosaédrica cuya superficie podria ser caracteristica exclusiva
de tales virus, a juzgar por el método de montaje de microfotografias electrénicas en crio.
Presentan un genoma de ARN bicatenario (dsARN), doblemente segmentado, cada segmento
presenta un tamano diferente, segtin los diferentes aislamientos. De forma menos comdn, se
han obtenido aislamientos trisesgmentados, conteniendo un fragmento adicional de dsARN
con un tamafio promedio de 2,92 kb. A estos se los ha denominado Picotrirnavirus, aunque
presentan mucha similitud, no solo estructural y genética, sino también en su ciclo de vida,
rango de huéspedes y procesos asociados con los picobirnavirus.

Fueron descriptos por primera vez en 1988, al ser descubiertos por accidente en ensayos
de electroforesis en gel de poliacrilamida y tincién con plata de extractos de ARN viral
obtenidos a partir de muestras de materia fecal proveniente de pacientes (nifios) con clara
sospecha de infeccién por rotavirus. Junto al perfil de bandas caracteristico de estos dltimos,
se evidenciaron bandas adicionales de tamafio semejante al reportado, lo cual hizo sospechar
de inmediato en la presencia de un nuevo tipo de virus. Mas adelante, a partir de muy pocos
casos, pudo evidenciarse ambas bandas en PAGE solas, lo cual, junto a la microscopia elec-
trénica permitié poner en evidencia al nuevo tipo de virus entérico.

El rol de los picobirnavirus en la generacién de los sintomas que hacen a una gastroen-
teritis en seres humanos atin no queda bien establecido. La frecuencia de deteccién de tales
virus en materia fecal de individuos con diarrea ha mostrado cierta variabilidad para dife-
rentes investigaciones llevadas a cabo en diferentes sitios a nivel mundial. Lo coincidente es
que se han encontrado en proporciones bastante similares en pacientes sintoméaticos como
asintomdticos.

Lo més caracteristico de picobirnavirus del punto de vista epidemioldgico es su mayor
asociacion a casos de gastroenteritis en pacientes portadores del virus de inmunodeficiencia
humana (HIV-positivos). En muchos casos, asociado a diarreas de tipo persistente o crénicas,
caracterizadas por la presencia del virus en excretas hasta 45 dias de iniciados los sintomas. Se
han detectado en aproximadamente el 9 % de los casos de gastroenteritis en pacientes HIV-
positivos (sobre todo en el estadio SIDA), asi como en el 2 % de los pacientes asintomaticos,
portadores del virus HIV. Por lo tanto, son el segundo agente viral de gastroenteritis més
frecuente en pacientes HIV-positivos después de astrovirus, a nivel mundial.

Todos estos estudios se basan en los resultados obtenidos mediante la bisqueda de dsARN
viral en muestras de materia fecal por PAGE vy tincién con nitrato de plata (con protocolos
de extraccién adecuados), o por microscopfa electrénica directa; ambos métodos de baja
sensibilidad, los cuales dependen de un alto recuento de particulas virales en la muestra. Por
otro lado, se sabe que muchas veces la infeccién transcurre con bajos titulos de particulas
en materia fecal o que no en todo momento son secretadas altas cantidades del virus. Esto,
junto a lo citado anteriormente, puede llevar a subestimar la verdadera incidencia de la
diarrea por picobirnavirus.

Recientemente se han propuesto ensayos de RT-PCR especificos para picobirnavirus uti-
lizando como molde el dsARN extraido de la muestra de materia fecal, los cuales pretenden
solucionar los problemas de sensibilidad.

CALICIVIRUS
Los calicivirus humanos son la causa mas comin de brotes de diarrea de origen no bacte-
riano en adultos y en nifios mayores en todo el mundo. Se estima que son responsables de
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aproximadamente el 95 % de los brotes de gastroenteritis viral (por lo general, acompafiada
de vémitos) en dichos grupos etarios, sobre todo en Estados Unidos. Se conoce poco de su
frecuencia en casos de diarrea de tipo aguda en nifios, aunque se estima que la incidencia
serfa tan solo inferior a la de los casos de gastroenteritis por rotavirus.

Morfologia y estructura

Los calicivirus son virus pequefios, miden 30-35 nm de didgmetro, desnudos, vistos al micros-
copio electrénicos presentan una morfologia tipica en forma de céliz o “estrella de David”.
Su genoma esta constituido por una Gnica cadena de ARN, de polaridad positiva.

Clasificacion
Existen cinco grupos o géneros de calicivirus basados en homologia de secuencia y organizacién
del genoma. Cuatro de estos cinco grupos son patégenos humanos: los virus del tipo Sapporo,
los virus circulares pequefios tipo Norwalk, los calicivirus marinos y el virus de la hepatitis
tipo-E (HEV). Siendo los tres primeros agentes de gastroenteritis en humanos. El virus de la
hepatitis-E, si bien se transmite por via fecal-oral, no tiene como érgano blanco definitivo
al intestino sino al higado, siendo agentes de hepatitis aguda autolimitada sin mayor riesgo,
aunque (por razones atin no muy claras) suele ser fatal para el 25% de las mujeres embarazadas
infectadas, sobre todo en paises subdesarrollados.

Los virus de tipo Norwalk (NLVs) muestran una considerable diversidad genética, pudien-
do ser clasificados del punto de vista filogenético en dos grandes genogrupos: el genogrupo 1
incluye al virus Norwalk propiamente dicho, mientras que el genogrupo II incluye variantes
como el virus de Lordsdale y el virus de las Montafias Nevadas.

En base a estudios de homologia y organizacién del genoma, se vio que los virus tipo
Sapporo (SLVs) se encuentran mas relacionados a los calicivirus marinos que a otros grupos
de calicivirus causantes de diarrea en humanos.

Patogenia

Hay poca informacién sobre la patogenia de calicivirus, se ha visto que la mucosa del intestino
delgado proximal se encuentra inflamada, las células absortivas son anormales, las vellosida-
des estan disminuidas, hay hipertrofia de las criptas adem4s de un incremento de las células
epiteliales. La mucosa géstrica y colénica es normal.

Epidemiologia

Los virus similares al Norwalk y los calicivirus marinos son los mayoritariamente asociados a
brotes como a casos esporadicos de gastroenteritis en adultos. Los SLVs se asocian tan solo
a pocos casos comunitarios de gastroenteritis infantil.

El cultivo en lineas celulares in vitro de estos virus indica que han estado emergiendo
periédicamente desde fuentes oceénicas desde hace por lo menos 65 afios. Por lo tanto, re-
sulta frecuente que los brotes de gastroenteritis asociada a calicivirus humanos, en especial a
las cepas de calicivirus marinos, se deban al consumo de mariscos u otros productos del mar
con mala preparacién. Se ha propuesto un reservorio oceénico para tal familia de virus. En
el océano los virus son expuestos a un rango amplio de animales, en donde se multiplican y
surgen nuevas variantes por ciclo replicativo; algunas de ellas capaces de infectar y causar
enfermedad en el hombre. Por esto mismo, las enfermedades por calicivirus son casi imposibles
de contener o erradicar. Se ha visto que algunas variantes de calicivirus pueden permanecer
viables por mas de 14 dfas a 15 °C, en el agua de mar.



®

532 TEMAS DE BACTERIOLOGIA Y VIROLOGIA MEDICA

El mecanismo de transmisién es fecal-oral y son mas comunes las infecciones en el
invierno.

Manifestaciones clinicas
Produce diarrea aguda y presenta deposiciones liquidas, vémitos, nauseas, célicos y fiebre. La
infeccidn se resuelve en general espontdneamente a las 24-48 horas.

Diagnéstico
Como estos agentes no han podido ser cultivados in vitro ni se dispone de modelos animales
para su estudio, su diagnéstico depende de métodos directos de visualizacién (microscopia
electrénica), de técnicas inmunoldgicas (ELISA) y de la amplificacién genémica. La micros-
copfa electrénica fue el método usado originalmente para identificar estos virus. Su sensi-
bilidad es baja para los calicivirus debido a que estos se excretan en bajas concentraciones
en las heces.

RT-PCR, actualmente es el método diagndstico més sensible utilizado tanto para el diag-
néstico como para estudios epidemioldgicos. Se utiliza para detectar la presencia del virus en
el medio ambiente, incluyendo agua y comida contaminada.
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