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Resumen

Con la introduccion de las vacunas de rotavirus Rotarix (RV1)
o RotaTeq (RV5) en programas nacionales de vacunacion de
diversos paises, surgio la preocupacion de que la presion
inmune generada condujera al aumento en la prevalencia
de genotipos virales no incluidos en las vacunas, o bien
del surgimiento de nuevas cepas que pudieran escapar a la
respuesta inmune protectora inducida por la vacunacion.
La variacion natural de los rotavirus ha hecho que sea muy
dificil distinguir si el cambio en las cepas circulantes se debe
a la presion selectiva impuesta por las vacunas o bien a la
fluctuacion natural de las cepas. Si acaso ha habido una pre-
sion selectiva, ésta ha sido hasta ahora baja. Sin embargo, es
importante mantener la vigilancia epidemidlogica y poner
atencion al surgimiento de cepas resistentes a la inmunidad,
en particular en paises en desarrollo en los que se ha descrito
una mayor diversidad viral.
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Abstract

With the introduction of rotavirus vaccines Rotarix (RVI) or
RotaTeq (RV5) in the immunization programs of an increasing
number of countries, there is concern that the immune selec-
tion pressure induced will cause an increase in the prevalence
of virus genotypes not included in the vaccine formulation, or
to the appearance of novel rotavirus strains that could evade
the protective immune response. The natural fluctuation of
rotaviruses makes it difficult to distinguish if the change in
the circulating strains is due to the vaccine selective pressure
or to the natural diversity fluctuation of viruses. If there has
been a selective pressure, it has been low so far. However, it
is important to keep an epidemiological surveillance and pay
attention to the emergence of strains that are resistant to
the vaccine, in particular in those countries where the viral
diversity has been shown to be higher.
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na de las preocupaciones presentes desde la intro-

duccién de las vacunas contra rotavirus (RV) de
manera masiva es que la vacunacion pudiera conducir
a la seleccién y aumento en la prevalencia de genotipos
de RV que no estdn incluidos en las vacunas, o bien al
surgimiento de nuevas cepas del virus que pudieran
escapar a la respuesta inmune protectora inducida por la
vacunacion, lo que afectarfa la efectividad de las vacunas
actualmente empleadas. En este articulo se revisan los
aspectos bdsicos de la estructura y clasificacién de los
RV, asf como los estudios que caracterizan a las cepas

que han circulado antes y después de la inclusién de la
vacuna antirrotavirus en los programas nacionales de
inmunizacién, con el objetivo de entender el efecto de
la vacunacion sobre la dindmica evolutiva de los virus.

Estructura

Los RV constituyen un género dentro de la familia Reo-
viridae. El virién maduro, de aproximadamente 100 nm
de didmetro, estd compuesto por tres capas concéntricas
de proteina que engloban al genoma viral formado por
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11 segmentos de RNA de doble cadena (RNAdc) que
codifica por seis proteinas estructurales (VP1, VP2, VP3,
VP4, VP6, y VP7) y seis no estructurales (NSP1-NSP6).
Las protefnas no estructurales estdn involucradas en la
replicacion del genoma viral y en antagonizar la respuesta
inmune innata, mientras que las protefnas estructurales
determinan la especificidad del huésped y laentradaala
célula.! La capa mds interna del virién estd formada por la
protefna VP2 y por pequefias cantidades de las proteinas
VP1 (la RNA polimerasa del virus) y VP3 (la guanilil-
metil transferasa). En conjunto, el RNA del virus y las
proteinas VP1, VP2, y VP3 forman el nticleo o core viral;
alrededor de éste se localiza la proteina VP6, que forma
la capa intermedia del virus, y sobre ésta se ensambla la
capamds externa del virién, formada por la glicoproteina
VP7, dela cual se proyectan 60 espiculas constituidas por
VP4, la proteina de unién a la célula. Esta proteina se corta
con tripsina, lo que da como resultado dos polipéptidos
de menor peso molecular, VP5 y VP8, que forman parte
de la particula infecciosa.' Las proteinas VP4 y VP7
contienen determinantes antigénicos que inducen la
produccién de anticuerpos neutralizantes,> los cuales
han sido mapeados a través de la caracterizacion de virus
mutantes resistentes a la neutralizacién y la obtencién
de la estructura cristalografica de estas proteinas. Esta
informacién, aunada a la secuenciacién del genoma del
virus, y en particular de los genes que codifican por VP4
y VP7, permite monitorear cambios antigénicos en los
virus circulantes que pudiesen influenciar la efectividad
de las vacunas empleadas.

Clasificacion

A la fecha se han encontrado 10 grupos diferentes de
RV (A-]) basados en la secuencia y en las caracteristicas
antigénicas de la proteina VP6.4 En este articulo se hard
referencia a los RV del grupo A, ya que representan el
principal grupo de importancia médica y veterinaria.
Estos se clasifican, ademds, en genotipos G y P, con base
enla secuencia de los genes que codifican por la glicopro-
teina VP7 (serotipos G) y la proteina sensible a proteasa
VP4 (serotipos P), lo que ha dado lugar a un sistema de
clasificacién dual.! Hasta ahora se han identificado 32
genotipos Gy 47 genotipos P” aunque las combinaciones
G y P mds prevalentes en el mundo son G1P[8], G2P[4],
G3P[8], G4P[8], GIP[8] y G12P[8].%!° Esta clasificacién
binaria se ha utilizado ampliamente, sin embargo, este
sistema no contempla la variabilidad de los 11 segmentos
de RNAdc que conforman el genoma viral, lo que no
permite analizar de manera completa la variabilidad ge-
nética, la dindmica evolutiva y las interacciones entre los
diferentes genotipos de RV que se encuentran cocirculan-
do en la poblacion. Estas limitaciones se han subsanado
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recientemente gracias a los avances metodolégicos de
secuenciacién masiva que permiten obtener de manera
rutinaria la secuencia de genomas completos del virus y
ala creaci6én de un sistema de clasificacién basado en la
secuencia de nucleétidos de los 11 segmentos de RNAdc,
lo que ha permitido asignar cada segmento génico a un
genotipo particular." En esta clasificacién, los segmentos
gendmicos que codifican para VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-
VP3-NSP1-NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/ 6 son representados
por el siguiente acrénimo: Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-
Nx-Tx-Ex-Hx, en el que x es igual a un niimero arabigo.
Los genotipos de VP7 y VP4 usados en esta clasificacién
son los mismos que se usan en el sistema binario ante-
riormente descrito. Con este sistema de clasificacién se
han descrito tres genogrupos (GG) dominantes de RV
(lamados GGI-tipo-Wa, GGII-tipo-DS-1 y GGIII-tipo
AU1). El GGI tiene la siguiente constelacién de genes:
11-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1, el GGII: 12-R2-C2-M2-A2-
N2-T2-E2-H2y el GGIII: I3-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3.

Vacunas contra rotavirus

Actualmente existen en el mercado dos vacunas que se
utilizan en la mayorfa de los paises, RotaTeq (Merck) y
Rotarix (Glaxo-Smith Kline).!*!* RotaTeq (RV5) es una
vacuna que contiene cinco virus rearreglantes entre
cepas humanas y una bovina; cuatro de los virus rea-
rreglantes contienen el gen de VP7 correspondiente a
los genotipos G1, G2, G3 0 G4 y el gen de VP4 derivado
de la cepa bovina WC3 (G6P[5]); el quinto virus tiene
el gene de la proteina VP4 de la cepa humana P[8] y 1a
proteina VP7 de WC3.!" En contraste, la vacuna Rotarix
(RV1) es una vacuna monovalente derivada de un RV
humano genotipo G1P[8]."* Estudios posvacunacién han
establecido que ambas vacunas previenen entre 85 y
100% de gastroenteritis severa en paises en desarrollo;'®
desafortunadamente, y por razones atin no completa-
mente descifradas, la eficacia de estas vacunas ha sido
menor en paises en vias de desarrollo, con 39-77% en
paises de Asia y Africa.””?

Evolucion de las cepas de rotavirus

La introduccién de las vacunas RV1 y RV5 de manera
extensiva en diferentes paises ha generado la preocu-
pacion de que la vacunacién pudiera generar cambios
en los patrones de las cepas circulantes, con la selecciéon
de cepas resistentes a la vacuna que pudieran incluir
genotipos que no estdn incluidos en las vacunas, o sélo
parcialmente incluidos, como los virus G2P[4], GOP[4] y
G12P[8], o bien aparecer nuevas cepas de RV derivadas
de eventos zoondticos o de rearreglos genéticos entre
diferentes cepas humanas, o entre humanas y animales.
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Las posibles nuevas cepas del virus pueden emer-
ger a través de diferentes mecanismos que aumentan
la diversidad genémica y antigénica del RV: 1) la
acumulacién de mutaciones puntuales (deriva génica)
debida principalmente a la naturaleza erratica de la
polimerasa viral que incrementa la diversidad antigg-
nica; 2) la generacion de rearreglos; dada la naturaleza
segmentada del genoma de los RV, cuando dos cepas
distintas del virus coinfectan a una misma célula puede
haber un intercambio de genes, lo que da lugar a virus
rearreglantes con caracteristicas antigénicas y genéticas
nuevas. Estos virus rearreglantes pueden ocurrir entre
dos cepas de RV de origen humano o bien entre cepas de
origen humano y animal y; 3) introduccién en la pobla-
cién humana de cepas de RV de origen animal, a través
de eventos zoonéticos. Estos eventos representan una
manera atin mds brusca de incorporar a la circulacién
un nuevo grupo de genes con el potencial de escapar a
la respuesta inmune inducida por las vacunas.

En principio, variantes virales generados por cual-
quiera de estos mecanismos pudieran ser seleccionados
positivamente ante la presién de la respuesta inmune
inducida por la vacunacién y provocar, en el largo pla-
zo, que la efectividad de las vacunas disminuya. Por
la importancia que esto implica en salud publica, se
han realizado estudios en varios paises y hay muchos
mads en progreso, dirigidos a monitorear la aparicién
de nuevas cepas circulantes en la poblacién a través
de la caracterizacién de las cepas de RV que circulaban
antes y después de incluir la vacuna contra RV en los
programas nacionales de vacunacién.

Variacion en los genotipos predominantes
antes y después de la vacunacion

Cepas G2P[4]. Después de la introduccién de la vacuna
RV1, se observé un incremento en la prevalencia de cepas
G2[P4] en varios paises de Latinoamérica y Europa, asf
como en Australia, sin embargo, se encontré un aumento
similar de este genotipo en paises en los que no se habia
utilizado la vacuna.?! M4s atn, en Brasil la vacuna RV1
fue capaz de prevenir de manera efectiva las infecciones
causadas por la cepa G2[P4].2 Estos resultados sugieren,
en general, que la predominancia de G2P[4] después
del inicio de la vacunacién se debié principalmente a la
variacién natural del virus. En concordancia con esto, el
genotipo G2P[4] fue predominante antes y después de
la introduccién de RV1 en Colombia y la prevalencia de
esta cepa disminuyo en los afios siguientes.?

Cepas GIP[4]. En México, Guatemala y Honduras se

encontré un aumento en la circulacién de cepas poco
comunes durante y después de la introduccion de Rota-
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rix;* estas cepas, con genotipo G9P[4], no comparten los
genotipos G y P con la vacuna. Sin embargo, en México
se demostrd posteriormente que la vacuna RV1 tuvo
una efectividad de 94% contra hospitalizaciones por la
nueva cepa G9P[4], lo que indica que su aparicién no
estaba relacionada con una presién selectiva inducida
por la vacunacién, aunque es recomendable tomar estos
datos con precaucién debido al pequefio nimero de
muestras analizadas.>?°

Cepas G12P[8]. Los RV con genotipo G12P[8] se encuen-
tran también dentro de las cepas de RV que han mos-
trado una emergencia a nivel global, incluyendo paises
de Latinoamérica, Europa y Africa.”* En Nicaragua se
mostré un aumento en hospitalizaciones debido a este
virus, a pesar de un nivel alto de cobertura (~90%) con la
vacuna RV5, y en México con la vacuna RV1. Sin embar-
g0, al igual que con otros serotipos, el hecho de que haya
existido un aumento en la circulacién de virus con este
genotipo en paises en los que no se ha implementado
la vacunacién a nivel nacional sugiere que el aumento
en la frecuencia de aparicién de esta cepa no se debe a
una presion selectiva por la vacunacién.

Cepas G1P[8], homotipicas a la vacuna RV1. En la mayor
parte de los paises en que se ha introducido la vacuna
de RV se ha observado una disminucién en la frecuen-
cia de los virus con genotipo G1P[8], que se han reem-
plazado, como se describié anteriormente, con cepas
emergentes. Sin embargo, existe la posibilidad de que
las cepas G1P[8] que circulan después del inicio de la
vacunacién tuvieran propiedades antigénicas diferen-
tes a las cepas G1P[8] previas. Un estudio filogenético
en Eslovenia, un pafs con una baja cobertura de vacu-
nacioén (25%), revel¢ diferencias considerables en las
secuencias de las proteinas VP7 y VP8. La mayor parte
de las cepas G1P[8] posteriores a la vacunacién mos-
traron linajes distantes a la cepa vacunal y parecidas
a las cepas G1P[8] prevacuna.? Estos datos sugieren
que, a pesar de la baja cobertura en vacunacion, ésta
puede haber influido en el cambio del perfil molecular
de las cepas circulantes. De manera similar, un estudio
realizado en Zimbawe mostr6 que dos afios después
de haber introducido la vacuna RV1 en el esquema
nacional de inmunizacidn, el serotipo G1P[8] se con-
virti6 de manera inesperada en el mds frecuente (30%),
comparado con 6% antes de la vacunacién.®

Genomica de rotavirus y rearreglos
genoémicos

Un nivel mas profundo para caracterizar la diversidad
gendmica y antigénica de los RV es el andlisis completo
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del genoma, esto es, la secuenciacién de los 11 segmentos
de RNA que lo constituyen. Esto permite caracterizar
la evolucién de los RV a un nivel més detallado que la
determinacién de los genotipos Gy P, lo que es relevante
porque, en principio, cepas que tengan el mismo genotipo
Gy P pudieran tener diferencias en otros genes que im-
pacten en diferentes propiedades del virus, como su viru-
lencia, su transmisibilidad o su antigenicidad, entre otras,
y, por lo tanto, en la capacidad del virus para escapar ala
inmunidad inducida por la vacuna. Esta caracterizacién
facilita también la deteccién de rearreglos genéticos entre
virus humanos o entre virus humanos y animales.

Los estudios genémicos estdn apenas iniciando;
hasta ahora han sido descriptivos y han reportado la
ocurrencia de rearreglos de genes entre cepas vacuna-
les y silvestres, asi como entre cepas silvestres. En un
estudio reciente en Malawi, se examind la filodindmica
de cepas G1P[8] que circularon antes (1998-2012) y
después (2013-2014) de la introduccién de la vacuna
en 2012. Todas las cepas prevacuna secuenciadas tu-
vieron una constelacién genética similar a la cepa de
referencia Wa, GGI, mientras que las cepas posvacuna
tuvieron una constelacion genética parecida a la cepa
de referencia DS1, GGII. El analisis 1levé a la conclu-
sién de que este cambio en los genes internos pudiera
tener un papel importante en la evasién inmune, por lo
que la eficacia de las vacunas contra este tipo de cepas
atipicas debe ser evaluada.®

Conbase en la capacidad delos RV para intercambiar
genes entre diferentes cepas, es posible que el uso amplio
delas vacunas RV1y RV5lleve al rearreglo de genes entre
las cepas vacunales y cepas silvestres. En Nicaragua se de-
tecté una cepa de virus de genotipo G1P[8] que contenfa
el gen de NSP2 de la cepa RV5, lo cual indica que los virus
rearreglantes pueden ser viables, transmisibles y causar la
enfermedad.”” De igual manera, se reporto el aislamiento
de un rearreglante del virus vacunal RV5 aislado de un
nifio con gastroenteritis severa que no habia sido vacu-
nado, lo que sugiere la posibilidad de que el rearreglo de
genes pudiera haber aumentado la virulencia del virus
derivado de la vacuna.? También se han reportado infec-
ciones sintomaticas en nifios infectados con rearreglantes
de la cepa RV5 en Finlandia y Australia. ¥4 Igualmente
se han reportado rearreglos entre la cepa vacunal RV1y
cepas silvestres, lo que sugiere que, al igual que RV5, el
uso amplio de la vacuna monovalente puede introducir
genes en la poblacién de virus circulantes en la poblacién
vacunada y viceversa.*!

Ademds de permitir la identificacién de rearreglos,
los andlisis genémicos permiten la identificacién de su-
blinajes o clados dentro de cada uno de los segmentos del
genoma. En un estudio en el que se analizaron 51 cepas
G3[P4] colectadas en la ciudad de Washington D.C. entre
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1974 y 1991, se encontré que, a diferencia de los virus
colectados en 1976 en los que se observaron varios clados
de G3[P4] circulando de manera estable en la poblacién
de nifios hospitalizados por diarrea, en 1991 hubo un solo
clado dominante, que pudo haber surgido por un rearre-
glo que le haya conferido una ventaja en su replicacién en
relacién con los otros clados.* En Sicilia se reportaron dos
o tres sublinajes para cada uno de los genes de 22 cepas
G12P[8] caracterizadas.”® Un estudio realizado en Bélgica
encontré que varios de los genes de las cepas G2P[4] que
circularon después de la introduccién de la vacuna en
2006 estuvieron filogenéticamente mds relacionadas con
cepas de origen animal que con humanas, lo que sugiere
que la ocurrencia de rearreglos entre virus de diferentes
especies pudieron haber tenido un papel en el aumento
en la frecuencia de los virus G2P[4] en los afios posteriores
al inicio de la vacunacién.®®

Zoonosis

Los RV del grupo A infectan y causan diarrea no sélo en
nifios sino también en una amplia variedad de animales.
Esto hace que el potencial zoonético y la transmisién de
los RV del grupo A entre diferentes especies, incluyendo
humanos, sean altas. Sin embargo, s6lo en algunos casos,
aparentemente no frecuentes, cepas animales pueden
transmitirse ahumanos y causar la enfermedad. En un caso
se describid la transmisién directa y sintomédtica de un RV
bovino G6[P1] a un nifio.* Otros reportes describieron el
aislamiento de virus tipicos de cerdos y bovinos en nifios
con infecciones sintomdticas.*>* Estas observaciones re-
fuerzan el potencial de RV animales para cruzar la barrera
de especie y muestran que no todas las cepas animales
causan infecciones naturalmente atenuadas en humanos.

Conclusiones

En los diferentes paises en los que se ha introducido la
vacuna monovalente o la pentavalente se ha observado
una disminucién de las gastroenteritis en general, y/o
de las gastroenteritis por RV en particular. Sin embargo,
los RV contindan circulando en las poblaciones vacuna-
das y no vacunadas, y permanecen como un problema
importante en todos ellos, principalmente en pafses en
desarrollo en los cuales las vacunas han demostrado ser
menos eficientes.”

En general, en los estudios en los que se han ca-
racterizado los virus circulantes antes y después de la
introduccién de las vacunas RV1 y RV5, se han obser-
vado cambios en los genotipos G y P, y en la aparicién
de virus rearreglantes. La variacién de los genotipos de
afio a afio y en las diferentes regiones geogréficas hace
que sea dificil distinguir si el cambio en las cepas circu-
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lantes que se ha observado se debe a la presion selectiva
impuesta por las vacunas o bien a la fluctuacién natural
de las cepas. Si acaso ha habido una presién selectiva,
ésta ha sido baja hasta ahora.

Por otro lado, parece claro que no ha ocurrido una
sustitucion rdpida de las cepas circulantes, posiblemente
debido al hecho de que las vacunas protegen de manera
heterotipica. Sin embargo, es importante estar atentos a
cepas que puedan ser seleccionadas paulatinamente por
la presion selectiva de la vacunacién, en particular en
paises en desarrollo en los que se ha descrito una mayor
diversidad viral. En este sentido, es importante continuar
y expandir los estudios genémicos para mejorar la com-
prensién de la diversidad genética, evolucién y variacién
temporal y geogréfica de las cepas circulantes en esta era
posvacunal, asf como determinar la eficacia de la vacu-
nacion contra diferentes genotipos de virus. Es también
importante buscar correlatos entre las caracteristicas gené-
micas de las diferentes cepas y su capacidad para evadir
la respuesta inmune, modificar su virulencia y adquirir
ventajas en su capacidad de replicarse y de mantenerse
circulando en diferentes poblaciones humanas.

Los estudios genémicos han sido muy importantes
para detectar con mayor facilidad los virus zoonéticos y
empezar a entender su epidemiologia, lo cual es de gran
relevancia ya que, independientemente de su capacidad
para transmitirse directamente de persona a persona, la
que hasta ahora ha sido baja, pueden sufrir rearreglos
con cepas humanas e influir a largo plazo en el patrén
de genotipos que circulan en humanos, como se mostré
para el caso de los virus G9[P8].7#

El conocimiento generado en la dindmica evoluti-
va de los RV y la proteccién homotipica y heterotipica
deberfan ser utilizados para el disefio y desarrollo de
vacunas de nueva generacion. La capacidad actual de
modificar de manera dirigida el material genético de los
RV a través de sistemas de genética reversa® sin duda
favorecera el desarrollo de estas vacunas.
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