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RESUMEN 

la gastroenteritis es uno de los más importantes pro
blemas de salud pública en el mundo, tanto por el nú
mero de muertes que ocasiona, como por las secuelas 
físicas y mentales que determina en niños de países en 
subdesarrollo. En los últimos años ha habido avances 
importantes en el conocimiento de la etiopatogenia de 
la diarrea que hacen ver el futuro con optimismo. Por 
un lado, el desarrollo de procedimientos de rehidrata
ción oral ha contribuido a disminuir la mortalidad por 
diarrea. Por otro lado, la identificación de nuevos agen
tes etiol6gicos permitirá diseñar métodos de control y 
prevención más eficaces, incluyendo la utilización de 
vacunas. 

Entre los nuevos patógenos descubiertos, los rota
virus han surgido como una de las causas más importan
tes de gastroenteritis. Ellos son virus complejos que 
poseen un genoma formado por once segmentos de 
ARN de doble cadena, rodeado por una doble cubierta 
proteica. la identificación de los polipéptidos presentes 
en la cápside externa, y su papel en la neutralización de 
la infectividad viral, aportará información para el mejor 
diseño de inmunÓgenos. 

los datos obtenidos del estudio de la biología mole
cular del virus permitirán enfocar el problema de las 
diarreas virales con enfoques más imaginativos. 



INTRClDUCCIClN 

A pesar de que la investigación biomédica moderna ha contribu(do con 
avances sorprendentes en muchas de las áreas de la medicina práctica, 
otras han permanecido al margen de dichos adelantos, quizás por carecer 
del atractivo académico necesario, o por no constituir problemas impor
tantes en los pa(ses donde mayoritariamente se desarrolla dicha actividad 
cientl'fica. La gastroenteritis ha sido uno de esos problemas. 

La diarrea aguda infantil no sólo constituye un problema de salud pú
blica por el número de casos y muertes que ocasiona, sino también por el 
retardo en la maduración Usica y ps(quica que determina en los individuos 
afectados, con la consiguiente disminución de la calidad de vida en grandes 
masas de población en los pa(ses subdesarrollados. En ese mundo subdesa
rrollado ocurren más de 500 millones de episodios diarreicos al año origi
nando cerca de 12 millones de muertes (32). Las enfermedades diarreicas 
constituyen la primera o segunda causa de muerte en la mayorfa de los 
pa(ses latinoamericanos, siendo en Venezuela la primera causa en el grupo 
de niños de 1 a 4 años de edad, donde ocasiona alrededor de 3.000 muer
tes al año. Para 1971 se calculó que en Venezuela ocurr(an mensualmente 
más de 200.000 episodios diarreicos en niños menores de un año, repre
sentando más de un millón de d(as-enfermo por mes en ese grupo etáreo. 
El daño económico causado, por gastos de atención hospitalaria, fuá cal
culado en el orden de los 20 millones de bol(vares (46). 

Los factores que han limitado el estudio y establecimiento de medidas 
racionales de control de la gastroenteritis pueden ubicarse a dos niveles: 
uno de comunidad y otro de individuo enfermo. A nivel de comunidad el 
problema ha radicado en las dificultades que se encontraron para definir 
el o los agentes etiológicos responsables del sindrome (9). Aunque ciertos 
patógenos bacterianos, tales como Salmonella, Shigella y Escherichia coli 
enteropatógena, han sido involucrados por muchos años en la etiolog(a 
de la diarrea, éstos solamente se aislan en un porcentaje relativamente 
bajo de los casos (20 a 30%). El otro problema, a nivel individual, y estre
chamente relacionado con el anterior, era un desconocimiento de la fisio
patolog(a de la diarrea con ausencia de medidas terapéuticas realmente 
efectivas. 

Es precisamente en esos dos aspectos en que recientemente han ocurri
do algunos desarrollos importantes que nos hacen ver el futuro con opti
mismo, y que permiten, hoy mejor que nunca, la planificación de un ata
que global a la diarrea infantil en todo el mundo. En primer lugar, y en 
base a un mejor conocimiento de la patogénesis de la diarrea aguda, se 
ha podido diseñar un esquema de tratamiento consistente en una modali
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dad única de rehidratación oral, que ha resultado segura y efectiva para 
diarreas de cualquier etiología (30). Por otra parte, se han identificado 
nuevos agentes etiológicos, tanto bacterianos como virales, responsables 
de cuadros de diarrea aguda. Es as( como a los patógenos bacterianos 
clásicos se le suman hoy las E. coli enterotoxigénicas e invasivas, Yersinia, 
Campylobacter, etc. A éstos hay que añadirle todo un grupo de agentes 
virales, particularmente los rotavirus que parecen ser la causa más frecuen
te de gastroenteritis en todo el mundo. 

ROTAVIRUS y DIARREA INFANTIL 

En vista del alto porcentaje de casos de gastroenteritis de los cuales no 
se lograba aislar ninguno de los patógenos bacterianos reconocidos como 
agentes causales de diarrea, muchos investigadores supusieron que la ma
yon'a de las gastroenteritis eran en efecto debidas a agentes virales. Sin 
embargo, las numerosas investigaciones realizadas para estudiar la asocia
ción de los virus entéricos conocidos con diarrea fueron infructuosas. Esa 
imposibilidad de relacionar enterovirus con diarrea asent6 el concepto de 
que los virus no estaban asociados con gastroenteritis, y paraliz6 esas 
investigaciones p.or varios años. 

A principios de la década pasada se introdujo un nuevo concepto en 
diagnóstico viral rápido, como fué la búsqueda directa de partículas virales 
con la ayuda del microscopio electrónico. Cuando esa metodolog(a se 
utilizó para observar concentrados de heces de pacientes con gastroenteri
tis, se abri6 todo un mundo viral, no sospechado hasta entonces, el cual 
había pasado desapercibido debido a que dichos agentes virales no son 
cultivables en ninguno de los sistemas celulares comúnmente hasta ahora. 

Es ase como se llegó al descubrimiento de los rotavirus, los cuales pare
cen ser los agentes virales de la gastroenteritis que tanto se buscaron. La 
microscop(a electrónica también demostró la existencia de una gran varie
dad de virus presentes en heces, tales como los Coronavirus (5), Adeno
virus (¡5), y una gran variedad de pequeños virus iso métricos (20. 23). 

El descubrimiento de los rotavirus humanos se lo debemos a un grupo 
de investigadores australianos, quienes en 1973 descubrie'ron la presencia 
de dichas part(culas virales en células epiteliales de la mucosa duodenal 
de niños con gastroenteritis no bacteriana (2). Esos estudios fueron exten
didos por los mismos autores (8) por medio del examen directo de las 
heces, encontrándose presentes los virus en un alto porcentaje de los niños 
con gastroenteritis esporádica. La confirmación de las observaciones de 
los australianos por diversos autores establecieron con mucha certeza que 
este grupo de virus, los rotavirus, están efectivamente asociados etiológi
camente con gastroenteritis. Los rotavirus han sido identificados en todas 



las partes del mundo donde han sido buscados, y nosotros los detectamos 
en Venezuela en 1975, en un estudio piloto realizado en el Hospital de 
Niños "J.M. de los Ríos", en Caracas (¡z). 

Este virus presenta variaciones estacionales importantes, siendo un 
virus trpico de invierno. En nuestro pa(s el virus puede encontrarse durante 
todo el año, aunque es más frecuente entre los meses de Noviembre a 
Marzo (45). La diarrea por rotavirus es más frecuente en niños entre 6 y 
24 meses de edad, instaurándose en forma abrupta, acompañada por 
fiebre y vómitos. El cuadro diarreico generalmente es precedido o acom
pañado por signos respiratorios (faringitis), lo cual sugiere multiplicación 
del virus a ese nivel. La diarrea tiene una duración promedio de 4-5 dl'as, 
y frecuentemente cursa con moderada deshidratación isotónica (una re
visión actualizada de los aspectos etiológicos de las diarreas virales, ase 
como de su epidemiologl'a y cl(nica, puede encontrarse en la referencia 11). 

ROTAVIRUS EN OTRAS ESPECIES ANIMALES 

Aunque el descubrimiento de los rotavirus fué recibido con gran sor
presa por los investigadores en medicina humana, virus relacionados eran 
conocidos con anterioridad como causantes de diarrea en animales jóvenes. 
Entre ellos deben mencionarse el virus de la diarrea epizoótica del ratón 
infante (conocido con las siglas de "EOIM", o virus de la "Epizootic 
Oiarrhea of Infant Mice") (21) y el virus de la diarrea de terneras recién 
nacidas (conocido con las siglas de "NCOV", o "Nebraska Calf Diarrhea 
Virus") (28). 

Con el hallazgo de rotavirus en humanos se estimuló la búsqueda de 
virus semejantes en cuadros diarreicos de otras especies animales. Esa 
búsqueda ha llevado en los últimos años el descubrimiento de rotavirus 
en una gran variedad de especies, incluyendo cerdos bl. potros (42), ve
nados (43), monos (24), cabras (36) e incluso aves domésticas (22). Tal como 
se presenta la situación, parece ser que los rotavirus están ampliamente 
deseminados en la naturaleza, quizás produciendo infecciones en prácti
camente todas las especies de vertebrados, al menos en aves y mam íferos. 

Todos esos virus animales son morfológica, bioqu(mica y antigénica
mente relacionados con los rotavirus humanos, estando hoy agrupados en 
el género Rotavirus de la familia Reoviridae. La antigenicidad cruzada que 
se. ha observado entre rotavirus de diferentes especies parece residir en 
componentes internos de las part(culas virales, mientras que las prote(nas 
más expuestas al exterior parecen poseer los antígenos específicos de es
pecie (27, 35, 48). Más aún, se han descrito diferentes serotipos de rotavirus 
humanos (53) y probablemente simios (41) y bovinos (39). Es entonces 
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concebible Que puedan existir toda una variedad de subtipos antigénicos 
entre los muchos rotavirus animales existentes. 

Como ya hemos mencionado, y a lo cual volveremos en mas detalla en 
la próxima sección, los rotavirus humanos son muy dif(ciles de cultivar 
in vitro, por lo cual la fuente de antrgenos para estudios de inmunización 
y producción de una posible vacuna están muy limitados. Es por eso que 
algunos autores han centrado sus investigaciones en rotavirus animales, 
con la esperanza de que ellos constituyan un buen modelo para el estudio 
del virus humano. En este sentido es interesante mencionar que experi· 
mentas preliminares realizados en terneras gnotobióticas, parecen indicar 
un cierto grado de protección cruzada entre rotavirus bovinos y huma· 
nos (47, 49). 

BIOLOGIA MOLECULAR OE LOS ROTAVIRUS 

Habiéndose establecido sin lugar a dudas el importante papel etiológico 
de los rotavirus en gastroenteritis, se hace necesario entonces profundizar 
los conocimientos sobre este recién descubierto grupo de agentes virales. 
Son muchas las interrogantes que están planteadas en ese sentido, y nues
tro laboratorio decidió explorar algunas de las características moleculares 
de rotavirus humanos y animales en la seguridad de que los conocimientos 
obtenidos del estudio básico del virus redundarán en el futuro en mejores 
medidas de control de la enfermedad. 

La información que presentamos a continuación se deriva de experien
cias realizadas en nuestro laboratorio en los últimos dos años ha. 13. 32, 

Gorziglia M, Esparza J: Purification of structural proteins from cells in· 
fected with bovíne rotavirus: evidences for a trimeríc structure of the 
major polipeptide of the inner capsid (4SK). Gorziglia M, Esparza J: Poly 
(A) polymerase in human rotavirus. Urquidi V, Novo E, Esparza J: Protein 
synthesis in cell infected with bovine rotavirus. Enviados a publicación), y 
reflejan nuestra visión actual del campo. Es indudable que investigaciones 
futuras corregirán los entuertos y ofrecerán, quizás, una visión mas fiel 
de la realidad. 

Ultraestructura del rotavirión. 

La microscopía electrónica, juntamente con la prueba de EUSA (52), 
es uno de los métodos más frecuentemente utílizados para el diagnóstico 
de infección por rotavirus. Para eso, la muestra de heces se homogeniza 
en un buffer apropiado (PBS, por ejemplo), se extrae con triclorotrifluo
roetano (Freón 113) y se concentra por ultracentrifugación (100.000 x 9 
x 1 hora). El virus se resuspende en un pequeño volumen de agua bi· 



destilada, y se observa con el microscopio electrónico, previa tinción nega
tiva, generalmente utilizando ácido fosfotúngstico h2. 45). Sin embargo, 
el método de tinción negativa sobre pell'cula de carbón, utilizando molib
dato de amonio y acetato de uranilo como colorantes, aunque mucho más 
laborioso, ofrece mejores detalles de la estructura viral ho). 

La apariencia general de una preparación t(pica de rotavirus humanos 
se muestra en la Fig. 1. Se pueden observar diferentes tipos morfológicos 
de partl'culas, todas ellas correspondiendo a rotavirus. Las part(culas más 
abundantes tienen un diámetro de 75 nm, con un borde o perfil claramen
te definido (Fig. 1 O). Hay otras partr'culas, de menor tamaño (65 nm de 
diámetro), con un borde rugoso (Fig. 1 S). Las partl'culas más grandes 
son los virus completos, que poseen dos cubiertas proteicas, denominadas 

Fig. 1.- Micrografía electrónica de una preparaci6n típica de rotavirus 
humanos. En ella se muestran partículas de doble cápside (D) y de simple 
cápside (S), algunas de ellas vacías (DV, SV), es decir, carentes de ácido 
nucléico viral. También se observan arreglos hexagonales formados por 
subunidades virales (SU). Barra: 100 nm. 
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cápsides interna y externa. Las parHculas menores son aquellas que han 
perdido la cápside externa, y probablemente no son infecciosas. En ambos 
casos pueden observarse part(culas con el centro electrón-denso, debido a 
la penetración del colorante, e indicativo de la ausencia del genoma o ácido 
nucleico viral. Estas parHculas, que denominamos vac(as (Fig. 1 DV y SV), 
naturalmente tampoco son infecciosas. 

En las parUculas de doble cápside es fácil notar la apariencia de rueda 
dentada que le dió el nombre a este grupo de virus (Rota, en laHn Rueda). 

Si se examina con cuidado la estructura superficial del virión (o part(
cula viral completa) se observa la existencia de un patrón regular en la 
distribución de cavidades o huecos que son penetrados por el colorante 
negativo. Ese patrón de huecos resulta del arreglo icosal!drico de subuni
dades r:norfológicas que se agrupan en el virión formando una estructura 
en malla abierta. En ocasiones, y debido a la desintegración de algunos 
virus en su preparación para la microscopía electrónica, las subunidades 
morfológicas virales se encuentran formando redes con patrón hexago
nal (Fig. 1 SU). 

Un gran nÚl;nero de familias virales poseen viriones con estructura ico
sal!drica. El icosaedro es un sólido geométrico regular que posee 20 caras 
triangulares equiláteras, 12 vértices y 30 aristas. En general, en cada uno 
de los 12 vértices de los icosaedros virales, se localiza una unidad morfo
lógica denominada pentón, por encontrarse rodeada de otras cinco unida
des morfológicas. El resto de dichas unidades, aquellas que se localizan 
en las caras o aristas, se denominan hexones, por estar siempre rodeadas 
de seis unidades morfológicas vecinas. 

El caso de los rotavirus difiere del modelo tradicional de los icosaedros 
virales en el sentido de que las subunidades pentones y hexones están sus
tituídas por huecos 5- y 6-coordinados, que hacen sus veces. Las subuni
dades morfológicas, que son las que limitan los huecos 5- y 6-coordinados, 
son a su vez estructuras 3-coordinadas, esto es, están rodeadas de sólo tres 
unidades vecinas semejantes. 

La Fig. 2 muestra una vista por el eje de rotación 5 de una part(cula 
viral tal como se observa en el microscopio electrónico (Fig. 2A), de su 
imagen reforzada por rotación (Fig. 2B) Y del modelo propuesto para 
su arquitectura (Fig. 2C). En este modelo proponemos que 320 subuni
dades morfológicas se agrupan alrededor de 162 huecos en la superficie 
del virión, con un patrón característico de icosaedros con un número de 
triangulación (TI igual a 16 (10). Cada una de las subunidades morfoló
gicas, las cuales como ya dijimos son 3- coordinadas, muestran con el 



Fig. 2.- Estructura icosaedrica de rotavirus humano, visualizado por el 
eje de simetría 5. Se muestra una partícula tal como se observa en el mi
croscopio electrónico (A), su imagen reforzada por rotación (8) Vel mo
delo propuesto para su arquitectura (e). Barra: 25 nm. (Adaptada de la 
referencia 10). 
microscopio electrónico una estructura trimérica (Fig. 12, inserto), lo que 
dan'a un gran total de 960 unidades estructurales por virión. Como vere
mos más adelante, este modelo ultraestructural ha conseguido apoyo en 
resultados obtenidos en el estudio de la bioqul'mica del virus. 

El genoma viral. 

En el interior de la cápside se localiza el material genético del virus o 
genoma viral. Este está formado por ácido ribonucleico (ARN) de doble 
cadena segmentado (34), caracter(sticas únicas de virus pertenecientes a 
la familia Reovíridae bs)' 

El patrón de segmentación del ARN genómico de los rotavirus puede 
ser fácilmente examinado por electroforesis en geles de poliacrilamida de 
muestras virales previamente disociadas, y visualizadas después de la co
rrida, por tindón con bromuro de etidio e iluminación con luz ultravio
leta. la Fig. 3 muestra el patrón electroforético obtenido con una prepara
ción de rotavirus humano. El ARN genómíco de los rotavirus está forma
do por once segmentos de doble cadena, con pesos moleculares que van 
desde 0.2 a 2.2 x 106 daltons (14, 19, 33,44). Esos segmentos se encuentran 
en cantidades equimolares, indicando que cada virión posee uno de cada 
uno de ellos. El patrón de segmentación es real y no artefactual y existen 
muchas evidencias, obtenidas con otros miembros de la familia Reovi
ridae, indicando que cada segmento funciona como un gen individual y 
completo bal. 

la expresión funcional de cada uno de esos genes ocurre en el mamen· 
to de la infección de una célula por el virus, y determina las caracten'sticas 
biológicas del mismo. De manera que una de las metas de nuestro labora
torio ha sido la de investigar la naturaleza de los productos genéticos de 
cada uno de los segmentos del A R N viral, as( como su función. 
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Fig. 3.- Patrón electroforético del ARN genómico de rotavirus humano, 
visualizado por tinción con bromuro de etidio e iluminación con luz ultra
violeta. Se muestran los 11 segmentos genómicos V su peso molecular 
aproximado. 

Multiplicación en cultivos celulares. 

Quizás uno de los principales escollos que se han encontrado en el estu
dio de los rotavirus humanos es su dificultad para obtener su multiplica
ción eficiente en cultivo de tejidos. De hecho, los rotavirus humanos 
parecen comportarse en cultivos celulares como virus defectivos, determi
nando infecciones abortivas. Recientemente hemos podido investigar un 
poco ese aspecto, mediante la inoculación de células llC-MK2 , originadas 
de riñón de mono rhesus, con rotavirus humanos (¡3). Dichos virus fueron 
capaces de iniciar la infección cuando fueron pretratados con 100 J.Lg/ml 
de tripsina, centrifugados (1200 x g x 30 min) sobre la monocapa celular 
Vmantenidos en un medio conteniendo 10 J.Lg/ml de tripsina. El meca
nismo de acción de la tripsina en este sistema no se conoce, pero por ana
log(a con otros virus (tales como los paramixovirusl se podn'a suponer que 
determina el clivaje de alguna proteína estructural, con la aparición de 
polipéptidos de menor peso mocular con capacidad para reconocer recep
tores espec(ficos en la superficie de la célula. la centrifugación, por otra 
parte, podr(a actuar modificando estructuras en la membrana celular, que 
la har(an más apta para la adsorción y/o penetración de la partrcula viral. 

la habilidad de los rotavirus humanos para multiplicarse en los cultivos 
celulares se estudió por observación directa del virus por microscop(a elec
trónica, por marcaje radioactivo con Uridina-H 3 del virus neo-sintetizado 
V, principalmente, por examen ultraestructural de cortes finos de cdlulas 



infectadas. Se observó que no todas las células examinadas presentaban 
evidencias de infección viral, sino que, dependiendo de los espec(menes 
virales utilizados, tan s610 entre el 5 y el 60% de las células eran afectadas. 
Eso explicaría el hecho de que dicha infección no determina la aparición 
de efecto citopático evidente con el microscopio de luz. 

Sin embargo, al examinar las célu las infectadas se observaron una va
riedad de tipos de part(culas, siendo muy abundantes estructuras incom
pletas, carentes de ácido nucleico, frecuentemente agrupadas dentro de 
estructuras vesiculares (Fig. 4A). La presencia de esas part(culas aberrantes 
o incompletas parece representar una manifestación de la defectividad de 
estos rotavirus humanos, y puede explicar las dificultades que se han en
contrado para lograr su pasaje seriado in vitro. Es interesante mencionar 
aquí que tuvimos además la oportunidad de estudiar con el microscopio 
electrónico biopsias duodenales de uno de los pacientes de donde se obtu
vieron rotavirus para los estudios in vitro. En contraste con lo que ocurre 
en cultivos celulares, las células de la mucosa duodenal presentaban evi
dencias de infección viral normal, sin acúmulo de partl'culas defectivas. 
De manera pues, que la defectividad in vitro de dicho especimen viral no 
es una característica del virus mismo, sino un fenómeno relacionado con 
la célula huésped. Es posible, y existen algunas evidencias que as!' lo indi
can (50), que tras un proceso de selección o adaptación pueda lograrse 
la multiplicaci6n eficiente de cepas de rotavirus humano en cultivos celu
lares. 

En general, el mismo tipo de problemas se ha observado al intentar el 
cultivo in vitro de rotavirus de otras especies animales. Sin embargo, hay 
algunas cepas de rotavirus animales que han sido adaptadas para su multi
plicación de cultivos celulares. La cepa de rotavirus bovino obtenida por 
el profesor Mebus, en Nebraska (28), es una de las más conocidas. Este 
virus es capaz de multiplicarse en varias I(neas celulares, donde determina 
una infección productiva, con aparición de efecto citopático evidente. De 
nuevo, fa presencia de tripsina en el inóculo es un requisito indispensable 
para obtener el pasaje seriado del virus, al menos en algunas ,,'neas celu
lares. 

La Fig. 48 es una micrografl'a electrónica que muestra algunas carac
ten'sticas ultraestructurales de la multiplicación del rotavirus bovino en 
células LLC·MK 2 • Puede notarse la presencia de una "fábrica viral", que 
es donde coalescen el ARN gen6mico y algunas de las prote(nas virales 
estructurales para iniciar la morfogénesis del virus. Esas partículas parecen 
gemar de dichas "fábricas" para caer en ves(culas constitu(das por dilata
ciones del retículo endoplásmico rugoso, que esdondé se completa la mor
fogénesis viral. Pueden notarse en esas ves(culas la presencia de algunas 

117 



Fig. 4.- Micrografías electrónicas de células de riñón de mono (UC· 
MK2 ) infectadas con rotavirus humanos (A) o bovinos (B). Se muestran 
partículas de simple cápside (S), de doble cápside (O) y "eDres" (C) muy 
abundantes estos últimos en el caso de rotavirus humanos;también puede 
observarse una IIfábricI" viral (F). Barra: 100 nm. 



parHculas de simple cápside, probablemente en un paso previo a la adqui
sición de la cápside externa y formación del virión maduro, con su doble 
cápside. Sin embargo, la secuencia morfogenética del virus permanece 
por ser establecida en forma definitiva, con estudios ultraestructurales y 
bioqulmicos más detallados. 

Síntesis de proteínas virales. 

Debido a las dificultades encontradas para cultivar rotavirus humano 
in vitro, y a la relativa facilidad con que eso puede hacerse con rotavirus 
bovino, decidimos profundizar nuestros estudios de replicación viral con 
éste último (Urquidi V, y co/s.: Protein syntesis in cell infected with bo
vine rotavirus. Enviado a publicación). Las similitudes morfológicas y bio
qu ímicas entre ambos rotavirus sugiere que la cepa bovina constituye un 
buen modelo para el mejor entendimiento del virus humano. 

El virus bovino multiplica en células LLC-MK 2 muy eficientemente, 
con un aumento exponencial del virus infeccioso entre 5 y 8 horas después 
de la infección, alcanzando entonces un plateau (Fig. 5, panel superior). La 
síntesis de proteínas en los cultivos infectados fue estudiada por marcaje 
radioactivo con Leucina-H 3. Después de la infección ocurre una disminu
ción neta en dicha síntesis, indicativa de una inhibición ejercida por el 
virus en la síntesis de proteínas celulares. 

Las proteínas sintetizadas a diferentes horas después de la infección 
fueron entonces estudiadas por electroforesis en geles de poliacrilamida 
conteniendo dodecil sulfato de sodio. Para esto, las proteínas intracelu
lares fueron disociadas, corridas en el gel, y detectadas por fluorografía 
sobre placas de rayos X (4). El patrón de polipéptidos de las células infec
tadas fue modificado por la infección viral (Fig. 5, panel inferior). Los 
polipéptidos sintetizados por el virus fueron claramente definidos después 
de las 8 horas de infección, identificándose al menos ocho polipéptidos 
virales. La evidencia para la especificidad viral de dichos polipéptidos se 
basa en la comparación con aquellos sintetizados en las células no infec
tadas, tanto en su migración electroforética como en su rata de síntesis. 

Los pesos moleculares de los pelipéptidos inducidos por el virus se esti
maron por comparación con la movilidad electroforética de proteínas 
estandard, encontrándose en el rango de 29.000 hasta 102.000 daltons 
(el peso molecular es utilizado de ahora en adelante para identificar cada 
polipéptido viral. Ej: 29.000 = p29K). 

Experimentos de pulso y persecución han demostrado la ausencia de 
modificaciones importantes post-traduccionales, tales como procesamiento 
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proteolítico, de los polipéptidos virales. Es así como entonces se hace 
posible comparar los pesos moleculares de cada polipéptido con los pesos 
moleculares de cada uno de los segmentos del ARN viral. La Tabla I mues
tra una clara correspondencia entre el tamaño de los polipéptidos teóricos 
codificables por cada uno de los segmentos de A R N genómico, y al menos 
6 de los 8 polipéptidos virales detectados (los otros dos polipéptidos pa
recen ser glicosilados, lo Que resultar(a en una movilidad electroforética 
anormal). 

TABLA I 

CONCORDANCIA ENTRE EL TAMAÑO DE LOS SEGMENTOS 

DE ARN GENOMICO y EL DE LOS POLIPEPTIDOS SINTETIZADOS 


POR ROTAVIRUS 


ARN P.M. del producto genético (x1O'3) 

Segmento P.M. (x1O·6 ) Estimadoa) Observado 

1 2.20 122 
2 1.85 103 102 
3 1.70 94 91 
4 1.55 86 84 
5 1.00 55 54 
6 0.85 47 45 
7 0.51 28 37 
8 0.51 28 34 
9 0.51 28 29 

10 0.26 14 
11 0.20 11 

a) El peso molecular del polipéptido que teóricamente puede ser codifi
cado por cada segmento, se calcula dividiendo por 18 el peso molecu
lar de cada segmento de ARN de doble cadena. 

Esa concordancia sugiere Que cada uno de los polipéptidos virales está 
codificado por A R N mensajeros transcritos de fragmentos genómicos com
pletos. En la actualidad estamos iniciando experimentos de sl'ntesis de pro
tMnas in vitro, utilizando extractos de germen de trigo, para corroborar 
la identificación del producto de traducción de cada segmento del genoma. 

Polipéptidos virales estructurales. 

En general, las prote(nas codificadas por los virus pueden sub(lividirse 
en dos grupos: Las estructurales, Que son aquellas Que van a formar parte 
del virión, y las no estructurales, que generalmente cumplen funciones 
enzímátícas y/o de regulación. 
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Luego de haber identificado al menos 8 polipéptidos codificados por 
el virus, se consideró importante identificar cuáles de ellos estaban desti· 
nados a formar parte de la estructura del virión. Para ello se marcó radio
activamente el virus con Leucina·H3, la cual estaba presente en el medio 
de cultivo durante la multiplicación viral. A continuación, el virus produ
cido fue purificado por extracción con Freón-113, sedimentación a través 
de un colchón de sacarosa al 45%, Vfinalmente por centrifugación isop(c
nica en Cloruro de Cesio (eles.). 

Este liltimo paso separa a las part(culas virales en base a su densidad de 
flotación, la cual es un reflejo de la proporción de ácido nucleico Vpro
teínas presentes en dichas partículas. 

La Fig. 6 muestra una separación típica de rotavirus en eles. Se notan 
dos picos bien definidos, ubicados en las densidades de 1.36 V1.38 g/mI. 
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Fig. 6.- Gradiente isopícnico en Cloruro de Cesio, para la separación de 
rotavirus de simple (p:1.38 g/mil V de doble (p = 1.36 g/mI) cápside. 



El pico menos denso (1.36 g/mI) corresponde arotavirus de doble cápside 
(Fig: 7A), mientras que el más denso (1.38 g/mI) corresponde apartl'culas 
de simple cápside, o sea a aquellas que han perdido (o que no han adquiri
do) la cápside externa (Fig. 78). Las partículas de simple cápside tienen 
un diámetro de 65 nm, mientras que los viriones completos miden 72 nm. 
Un hecho interesante es que los viriones bovinos de doble cápside no pre
sentan el perfil externo tan perfectamente definido como sucede con los 
rotavirus humanos. 

Fig. 7.- Micrograffas electrónicas de partículas de rotavirus bovino con 
doble (A) y simple (B) cápside, después de su purificación por centrifuga
ción isopícnica. 

Las proteínas presentes de los virus purificados fueron entonces anali
zadas en geles de poliacrilamida. La Fig. 8 muestra los resultados. Seis de 
los ocho polipéptidos codificados por el virus se encuentran formando 
parte del virus de doble cápside (Fig. 88) (Los polipéptidos 102K y 34K 
se encuentran en una proporción muy baja, por lo cual son diUciles de 
visualizar en la fotografía). Las partrculas de simple cápside (Fig. 8e) sólo 
poseen tres de los seis polipéptidos estructurales (Novo E, Esparza J: Com
position and topography of structural polypeptides of bovine rotavirus. 
Enviado a publícacíón). 

De manera pues, que eso nos indica que hemos identificado dos poli
péptidos no estructurales (54K y 29K), tres estructurales presentes en la 
cápside interna (1 02K, 91 K Y 45K) Ytres propios de la cápside externa 
(84K, 37K Y34K). Se ha reportado además que dos de los polipéptidos 
de la &ápside externa (probablemente los correspondientes a' p37K y 
p34K) son glicosilados (?l. 
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Fig. 8.- Electroforesis en geles de poliacrilamida de los polipéptidos to
tales sintetizados en células infectadas con rotavirus bovinos (A), y de los 
polipéptidos estructurales presentes en partículas de doble (B) y de simple 
(e) cápside. 

Topografía de los polipéptidos estructurales. 

Una vez establecidas las especies polipéptidas presentes en el virión, 
quisimos conocer con más detalle su localización dentro de la partrcula 
viral. los estudios de topograHa de polipéptidos virales estructurales se 
basan en: (a) Determinación de la arquitectura del virión por microscop¡'a 
electrónica y/o difracción de rayos X, (b) Determinación de la estequeo· 
metr(a de cada uno de los polipéptidos estructurales, (c) Grado de expo
sición de cada polipéptido al exterior de la part(cula y (d) Relaciones de 



vecindad de polipéptidos entre sí, y de polipéptidos con el ácido nucleico 
genómico. 

los resultados que hemos obtenido hasta ahora nos permiten tener una 
idea bastante aproximada de la topograf(a polipeptfdica de las parHculas 
de simple cápside. Sin embargo, los resultados no son tan claros en referen
cia a las parHculas de doble cápside, por lo cual los mismos deben ser 
considerados provisionales. 

El polipéptido más abundante de la cápside interna es p45K, el cual 
representa cerca del 80% de las prote(nas totales presentes en part(culas 
de simple cápside. los otros dos polipéptidos de cápside interna, p91 K Y 
pl02K, se encuentran en una proporción de 21% y 1%, respectivamente. 
Al calcular las relaciones molares de cada especie polipeptl'dica, y relacio
narlas al total de proteínas en las partículas de simple cápside (estimado 
en ...., 60 x 106 daltons). se llegan a las siguientes cifras de número de mo
léculas por virión: 1071 de p45K, 170 de p91K y 8 de pl02K (Novo E, 
Esparza J: Compmition and topography of structural polypeptides of 
bovine rotaviru,~. Enviado a publicación). Con el conocimiento que se 
tiene de la arquitectura del viri6n, obtenido por microscop(a electrónica, 
esos números reales se ajustan a los números teóricos que sugieren la exis
tencia de 960 moléculas de p45K, 162 de p91K y cerca de 12 para pl02K. 

Sien do p45K la especie más abundante, ésta debe formar parte de las 
estructuras morfológicas más frecuentes: es as( como ellas deben corres
ponder a las 320 subunidades morfológicas triméricas detectadas en el 
virión, para dar un gran total de 960 unidades estructurales (Novo E, Es
parza J: Composition... enviado a publicación). Una predicción de esa 
suposición es que el polipéptido p45K, en su forma nativa, se comporte 
como un trímero. Como veremos más tarde, esa predicción pudo ser 
dem ostrada. 

El número de moléculas de p91K presentes, sugiere que ellas deben 
estar localizadas a nivel de cada uno de los 162 huecos que son limitados 
por las 320 subunidades morfológicas del viri6n. la prote(na 102K, que se 
encuentra en cantidades muy pequeñas en el virión, no debe tener una 
función estructural muy importante, y posiblemente, como veremos mas 
adelante, pudiese tener una función enzimática. Debido a que se ha repor
tado que los A R N mensajeros de los reovirus salen de la part(cula por cada 
uno de los doce vértices del icosaedro viral (IL ser(a lógico pensar que 
polipéptidos responsables de la actividad de polimerasa del ARN deben 
estar localizados en esa vecindad. la figura 9 muestra un esquema de 
nuestra idea actual sobre la organización de los polipéptidos en el virión. 
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N° estimado 
POlipeptido de moléculos 

por vinón 

84 K 18 -
37 K -360 

34 K - 180 

91 K 162 

45 K 960 

ARN ?- 102 K - 8Genómlco 

Fíg. 9.- Esquema de un modelo estructural de rotavirus y de la topografía 
de sus polípéptidos estructurales (Basado en las referencias 10 V12). 

Algunos detalles adicionales para el modelo se han obtenido de experi
mentos diseñados para determinar el grado de exposición de los polipép
tidos al exterior del virión (Novo E, Esparza J: Composition ... enviado a 
publicación). En dichos experimentos, el grado de exposición se determina 
por la accesibilidad de los polipéptidos presentes en el virión a la radio
iodinación catalizada por la lactoperoxidasa (25, 26), de manera que cuanto 
más expuesto el polipéptido, mayor cantidad de j125 incorpora. Luego de 
la iodinación, el virus se disocia Vse analiza en geles de poliacrilamida, 
comparando las cantidades relativas de cada proteína Vla cantidad de 1125 

que captó. 

Naturalmente, cuando se iodina virus de doble cápside, son las proteí
nas de cápside externa las que más 1125 captan, aunque ha sido dif(cil de
terminar con exactitud la proporción de iodinación de cada una de ellas. 
Resultados interesantes se obtienen al iodinar part(culas de simple cáp
side (Fig. 10). A pesar de que p45K es el polipéptido más abundante, 
su grado de exposición es limitado, probablemente debido a que gran parte 
de su superficie está protegida por especies semejantes (como sen'a el caso 
de un tn'mero) o por otras especies, tales como p91 K, que es el polipép
tido más expuesto. El polipéptido 102K, que no es accesible a iodinación 
en parUculas de doble cápside, se hace accesible al remover la cápside ex
terna, una característica, que como veremos más tarde, es de interés para 
tratar de entender su función. 

En la actualidad realizamos experimentos de entrecruzamiento de poli
péptidos, utilizando agentes bifuncionales tales como el dimetilsuberimi
dato, V de entrecruzamiento con ARN utilizando formaldehido y luz 



~ 
::x: ~ 

C\J 	 I.C)
G O) 	 '<t 

Q.Q. Q. 

5- ~ ¡ 	 ~ 
f<I) -
I 

O- 4- ~ 
:'II '" ~ l' 
11Ci 


(j 
 ti" 
""

t
O 31- ," 

"'<t 
1 t" , II ,, ' Iti) , ,.g , , 
t21- ,G ,I ,,'o 
I 'o 

S 
 t ' 

I 'I

E 
 t 
 1I 

- 8 1 
1 
1 
I 

I.C)
- 6 	

1 

O 

'" 
- 4 

...... 
I.C) 
C\JI ,I, ,I q 1 - 21 

,1 	 I 
I 

, 	 I 

\ 
tII 

1 J
A.¿) \,' 	

I 

.. _-... _-------
I I 1 I I I 

10 20 30 40 50 60 

Fracciones 

Fjg. 10.- Determinación por radioiodinación del grado de exposición de 
los polipéptidos virales estructurales en partículas de simple cápside. La 
cantidad total de cada polipéptido se estima en base a la radioactividad 
debida al C14 

, mientras que el grado de exposición se refleja en la capta· 
ción de jl25. 

ultravioleta, para tratar de entender mejor las relaciones de vecindad de 
cada uno de los componentes estructurales del virión. 

Enzimas asociadas al virión. 

En los reovirus, prototipos de la familia Reoviridae, se han identificado 
una variedad de enzimas asociadas al virión, todas ellas involucradas en la 
s(ntesis o procesamiento de los ácidos nucleicos virales (29, 37, 38). Las más 
estudiadas de esas enzimas es una polimerasa de AR N, la cual cataliza la 
s(ntesis de ARN mensajeros virales transcritos de una de las cadenas de 
cada segmento del genoma viral. 

Como era de esperar, recientemente se describió la presencia de dicha 
enzima en rotavirus bovinos (6) y humanos (n). La enzima sólo se activa 
al remover la cápside externa M, lo cual indica que son los polipéptidos 
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de cápside interna los responsables de dicha actividad. Es interesante 
recordar aqu( que p102K es el único polipéptido no expuesto a iodina
ción en partrculas de doble cápside, y que su exposición es paralela a la 
activación de la enzima. Además, como ya mencionamos, su estequeo
metr(a sugiere una función más enzimática que estru~tural. 

La polimerasa del ARN de los rotavirus posee condiciones óptimas 
semejantes a las de los reovirus (incubación a 45°C a pH 8, en la presencia 
de iones magnesio a una concentración de 1OmM), pero a diferencia de 
éstos, la activación de la enzima no ocurre por digestión quimotr(ptica 
del virión, sino más bien por quelación del calcio, que también resulta 
en la remoción de su cápside externa (7). 

Otra. actividad enzimática que hemos detectado recientemente (Cor
ziglia 1lJ, Esparza J: Poly (A) polymerase in human rotavÍrus. Enviado 

a publicación), asociada a rotavirus humano es una polimerasa de Poli·A 
(o sintetasa de oligoadenilatos), la cual también habl'a sido descrita en 
reovirus (40). A diferencia de la polimerasa del ARN, esta actividad enzi
mática se encuentra asociada sólo a partl'culas de doble cápside, indicando 
que alguno(s) de los polipéptidos de cápside externa es, al menos parcial
mente, responsable de esa actividad. Dicha reacción tiene un requeri· 
miento de Mn + + y su producto (identificado por filtración en gel y croma
tograf(a en DEAE·celulosa) son oligonucleótidos de adenosina. La función 
de dicha enzima y de su producto en la replicación viral no está bien enten
dida. Sin embargo, puede especularse que en realidad, la actividad de 
sintetasa de oligoadenilatos no es más que una actividad alterna de la poli
merasa del ARN (40). 

Purificación de proteínas nativas. 

Una de las metas deseables para el estudio y caracterización de prote(
nas virales es su aislamiento y purificación en estado nativo, es decir, sin 
que su estructura haya sido alterada por dodecil sulfato de sodio u otro 
agente denaturalizante. Las prote(nas nativas conservan más fielmente las 
propiedades bioqu(micas y antigénicas de los componentes virales. 

Para el aislamiento de prote(nas nativas se parte generalmente de aque
llas especies que permanecen solubles, en extractos de células infectadas, 
después de ultracentrifugación a 100.000 xg por una hora. En los rota
virus, todos los polipéptidos virales pueden encontrarse en ese citosol, lo 
cual nos permitir(a intentar la purificación de cada uno de ellos. 

Uno de los esquemas de purificación recientemente empleado por no
sotros (Corziglia M, Esparza J: PurifIca/ion of stmctural proteíns... envia



do a publicaciónL utilizó cromatograf(a de afinidad en Sepharosa - Conca
navalina A. La fracción no adsorbida, cuando se analizó en geles de polia
crilamida con dodecil sulfato de sodio, demostró la presencia de los poli
péptidos 84K, 45K Y37K. Cada uno de esos polipéptidos pudieron enton
ces ser separados por cromatograf(a en OEA E-celulosa, eluyendo con un 
gradiente de KCI con una concentracilln ti!! O a 0.5 M(31). la Fig. 11 
muestra el perfil de elución (panel superior) y la especie polipéptidica 
presente en cada pico, analizada en geles de poliacrilamida (panel inferior). 
Recordamos aqul' que p84K y p37K son los componentes más abundantes 
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Fig. 11.- Purificaci6n de prote(nas nativas a partir de células infectadas 
con rotavirus bovinos. Perfil de elución de polipéptidos virales en una co
lumna de OEAE-celulosa (panel superior) Velectroforesis en geles de polia
crilamida de algunas fracciones seleccionadas (panel inferior). 

129 



de la cápside externa y Que p45K es el más abundante en la cápside inter
na. Ya mencionamos que, por consideraciones ultraestructurales y este
queométricas, el polipéptido 45K en su forma nativa deben'a poseer una 
configuraciOn trimérica. Eso fué confirmado por sedimentación en gra
dientes de sacarosa, donde el polipéptido 45K nativo demostrO poseer un 
coeficiente de sedimentación cercano a 7.3 (Gorziglia 11J, Esparza 1:: Puri
¡ication... enviado a publicación), correspondiente a un peso molecular 
aproximado de 150K en prote(nas globulares a indicativo de la existencia 
del complejo 45K x 3. 

La Fig. 12 muestra los resultados, conjuntamente con una micrografía 
electrOnica de las estructuras triméricas detectadas en cristales formados 
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Fíg. 12.- Determinación del coeficiente de sedimentación de la proteína 
45K nativa, utilizando ultracentrifugación en gradientes isoquinéticos de 
sacarosa. Las proteínas marcadoras fueron Aldolasa (7.3S), Albúmina 
(4.5S) y Ovalbúmina (3.6S). La micrografía electrónica insertada muestra 
las estructuras triméricas posiblemente formadas por el polipéptido 45K 
(Adaptado de la referencia 10). 

130 



por la desintegración del virus durante su preparación para el microscopio 
electrónico. Dichos resultados fueron también corroborados por filtración 
en geles de Sephadex G-200. 

PERSPECTIVAS PARA EL FUTURO. 

Es indudable que un mejor conocimiento del agente etiológico más 
frecuentemente asociado a gastroenteritis nos permitirá enfoques más 
originales y efectivos para el control de la enfermedad. Afortunadamente, 
el desarrollo de los métodos del hidratación oral nos va a dar el tiempo 
necesario para el diseño de dichas estrategias. 

La única medida efectiva que contribuirt'a a disminuir la frecuencia de 
gastroenteritis por rotavirus serfa el desarrollo de una vacuna. Para esto es 
necesario resolver primero muchas de las interrogantes planteadas: (a) Hay 
que determinar el grado de variabilidad antigénica en los rotavirus huma
nos, definir con exactitud la existencia de serotipos y el grado de protec
ción cruzada entre ellos. (b) Debe determinarse el papel protector de la 
inmunidad humoral y/o local en infecciones por rotavirus, para lo cual 
ser(a de gran utilidad el desarrollo de modelos animales que contribuirán 
además a entender mejor la patogénesis de la enfermedad. (e) Deben defi
nirse los mecanismos de transmisión del virus en la naturaleza y de su cir
culación en la comunidad. (dl Es importante implementar la tecnolOg(a 
necesaria para producir grandes cantidades de antl'genos virales a ser utili
zados como inmunógenos. 

Muchos de esos aspectos están siendo estudiados en varios laboratorios, 
siguiendo diferentes metodolog(as e hipótesis de trabajo. Entre tantos en
foques, el molecular puede aportar valiosa información. Por ejemplo, 
el problema encontrado para obtener eficiente multiplicación de rotavirus 
humanos in vitro puede ser enfrentado a través de manejo genético con la 
producción de virus hlbridos, bovino-humano, generados por reacomoda
miento de segmentos del genoma viral. La meta serfa obtener en el labora
torio un h(brido que, conservando la capacidad del virus. bovino para 
multiplicarse en cultivos celulares, haya adquirido los genes ~ue codifican 
los polipéptidos de la cápside externa, que son los que le dar(an caracter(s
ticas inmunogénicas de virus humano. Para ello sen'a importante conocer 
el producto de traducción de cada uno de los once segmentos del ARN 
genómico viral. y la función que desempeñan. ... 

Ese último aspecto está siendo estudiado en nuestro laboratorio, donde 
hemos logrado producir anticuerpos contra cada uno de los polipéptidos 
virales estructurales, los cuales están siendo utilizados para inhibir funcio
nes espec(ficas del virus (tales como hemaglutinación, infectividad vactivi
dades enzimáticas) y en esa forma conocer su función. 
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Una caracterizaci6n inmunoqu(mica de los polipéptidos de cápside 
externa, preferiblemente aquellos obtenidos en forma nativa, podrá apor
tar conocimientos importantes sobre variabilidad antigénica en rotavirus. 
El estudio de las modificaciones de dichos polipéptidos por la acción de 
la tripsina, también permitirá conocer mejor los pasos iniciales de la infec
ción viral y el diseño de mejores métodos de cultivo. 

La caracterización de funciones enzimáticas en los rotavirus, particular
mente la actividad de polimerasa del ARN, ofrece también una posibilidad 
para el control de dicha infección. La quimioterapia antiviral, campo to
dav(a muy poco evolucionado, se basa en la posibilidad de interferir en 
pasos metabólicos propios del virus y ausentes en la célula huésped. Des
graciadamente, y debido a la estrecha relación entre el metabolismo celular 
y la replicación viral, esos pasos metabólicos exclusivos del virus son rela
tivamente raros. Una situación excepcional se presenta con la polimerasa 
del ARN de los rotavirus, la cual transcribe mensajeros de un molde de 
ARN de doble cadena, a diferencia de las polimerasas del ARN celulares, 
que lo hacen de ADN de doble cadena. Es as( como se hace razonable 
iniciar una búsqueda de inhibidores espec(ficos de dicha polimerasa viral. 
Entre las posibles drogas a ensayar, los derivados de la rifamicina parecen 
ser los candidatos ideales. Las rifamicinas son potentes inhibidores de la 
polimerasa del ARN bacteriano, con muy poco efecto sobre las enzimas 
de eucariotes. Sin embargo, existen cientos de derivados químicos de la 
rifamicina cuya especificidad inhibitoria es diferente, habiéndose incluso 
descrito algunas con actividad contra la transcriptasa reversa de oncorna
virus (¡6. 51). En nuestro laboratorio se adelantan experimentos en este 
sentido. 

Finalmente, no puede dejarse a un lado las posibilidades que ofrecen 
los métodos modernos de ingenierfa genética, mediante los cuales, una vez 
identificado el gen que codifica el polipéptido responsable de la neutrali
zación de la infectividad del virus, éste pueda ser clonado en bacterias y 
que inmunógenos apropiados puedan ser produdicos en forma abundante 
y económica en esos sistemas. 

Sólo esperemos que ni la imaginación de los cientrficos, ni la compren
si6n y activa colaboración de la comunidad que los rodea, se queden pe
queños ante el tremendo reto que nos ófrecen los millones de muertes que 
todos los años causa la gastroenteritis en el mundo. 
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ABSTRAeT 

Rotavirus and Gastroenteritis. A new Approach to an old problem. Espar
za j, Gil F, Gorziglia JI, Novo E, Urquidi V. (Laboratorio de BiologlÍl de 
Virus, Instituto Venezolano de Investigaciones Cíent(ficas, Apartado 1827, 
Caracas 1010A, Venezuela) Invest elín 21(2):108-137,1980.- Gastroente
ritis is a major public health problem around' the world, not only for the 
number of deaths it causes, but also for the physical and mental sequelae 
it produces in the chronically affected individuals, mainly in the under
developed countries. SeveraI important advances have occurred in the last 
few years in the understanding of the etiophathogenesis of acute diarrhea, 
which make us to look, the future with optimismo In the first place, an 
oral therapy for rehydration has been developed, which is sate and effec
tive for diarrheas of viral and bacterial etiology. On the other hand, the 
identification of new etiological agents will allow us to design new me
thods for the control of acute diarrhea, including the development of 
specific vaccines. Among the most recently discovered enteropathogens, 
Rotaviruses have emerged as a major cause of gastroenteritis. Rotaviruses 
are complex viruses, with a double-stranded RNA genome, composed of 
eleven segments which are sorrounded by two protein shells. The identi
fication of the outer shell polypeptides, and of their role on the neutrali· 
zation of virus infectivity, will be important for the better design of im· 
munogens. The information obtained from the study of the molecular 
biology of Rotaviruses will allow us to have more imaginative approache~ 
to the problem of viral diarrheas. 
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