Investigacién Clinica 21(4): 259-275, 1980

LOS ROTAVIRUS COMO AGENTES ETIOLOGICOS DE LA
GASTROENTERITIS EN EL ESTADO ZULIA

Dorothy Gaskin de Pellacani* y Armando Soto Escalona**

* Cdtedra de Virologia, Escuela de Bioanalisis, Facultad de Medicina, Universidad del
Zulia. Apartado Postal 526, ** Instituto de Investigaciones Clinicas, Apartado Pos-
tal 1151, Maracaibo 4001-A, Venezuela,

RESUMEN

Para tratar de demostrar ia incidencia de Rotavirus
en casos de diarreas infantiles en nuestro media, se estu-
diaron 158 muestras de heces provenientes de nifios in-
ternados en el Servicio de Hidratacidn del Hospital
Universitario de Maracaibo, mediante el microscopio
electronico. Al mismo tiempo se procesaron 25 mues-
tras de heces de nifigs aparentemente sanos, recolectadas
a nivel de sus hogares; las cuales se usaron come con-
troles.

De las muestras examinadas provenientes de nifios
con diarrea se detectd la presencia de Rotavirus en 78
de ellas, lo que representa un 49%; en solo uno de los
controles se evidencid este agente viral, que equivale
aun 4%,

Nuestros resultados indican la existencia de Rotavirus
en el Estado Zulia y su participacion en la etiologia
de las enteritis infantiles,



INTRODUCCION

Es conocido el importante papel que juegan las bacterias en la etiologia
de la gastroenteritis infantil. La Escherichia coli en sus variedades entero-
patbgenas y toxigénicas, 1a Shigella y Salmonella, han sido estudiadas en
sus relaciones con los cuadros diarreicos de la infancia (1, 27, 39, 43). Tam-
bién se ha demostrado el papel enteropatogeno de los protozooarios como
Giardia, Balantidium coli ¥ Entamoeba histolitica (s, 47), aunque en pro-
porciones muchos menores.

Sin embargo, hasta hace poco, ain en Ios estudios mas exhaustivos
no se habia podido determinar el 100% de los agentes etiol6gicos, encon-
trondose agentes bacterianos en proporciones que alcanzaban el 60%
de los casos estudiados.

En la blsqueda de ios agentes causantes de la diarrea en ese porcentaje
no explicado, se extremaron los estudios en el campo de la Virologia
apoyadas en la aparicién de los enterovirus en la década de 1950-1960.
Entre otros, Ramos-Alvares y Sabin en 1958, en Norteamérica (se, Cram-
blett y Siewers en 1964 en Norteamérica y Europa(11), Ramos-Alvares
y Olarte en 1964, en México(37); Guardiola-Rotger y cols. en 1964 en
Puerto Ricod{z21), Parks y cols. en 1966 en Paquistén (ss), Contreras y cols.
en 1961 en Chile(i0). Los resultados de estos estudios fueron contradic-
torios, pues algunos maostraban aparentemente la responsabilidad de los
enterovirus en los cuadros diarreicos, mientras otros, al cantrario, no con-
sequian la relacién buscada.

Mas recientemente se describieron agentes virales en heces de enfermos
con diarreas en Norwalk, Ohio y ademas, ia diarrea pudo ser transmitida
a voluntarios por administracion oral de filtrados de heces de enfer-
mos(14), Esto fué conocido como el agente de Norwalk, caracterizado
por ser un virus pequefio de la familia Parvovirus (23, 24), y di6 lugar a la
aparicidn de nuevos agentes, entre los que se puede citar el agente de
Hawaii (49).

En Australia, Bishop vy cols. en 1973(s) demostraron mediante el Mi-
croscopio Electrbnico, la presencia de particulas virales en la mucosa
duodenal de pacientes con diarrea no bacteriana, y mds adelante virus
semejantes fueron visualizados en preparados de heces por los mismos
investigadores (s}, y por Davidson y cols. {13).

Estos hallazgos fueron confirmados por Middleton y cols. en Cana-

da{s1), Flewett y cols. (17, 18) y Sheperd y cols. (a1} en Inglaterra, Kapi-
kian y cols. (26) y Goémez-Barreto y cols. en Norteamérica(z), Schoub y
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cols. en Sur Africa(so), Esparza y cols. (16} y Viera-Torres (s6) en Vene-
zuela; comprobandose asi la difusidn universal de estos agentes virales y
su participacion en muchos de los cuadros de gastroenteritis etiol6gica-
mente no identificados,

La historia de la eticlogia de la diarrea en Venezuela no se diferencia
de lo ya expuesto para el resto del mundo (so, 34). Brigefio-Irragorry y
Fosaert (s, 7, 19) hicieron estudios sobre bacterias como agentes causales
de gastroenteritis, obteniendo resultados variables de positividad bac-
teriana. La bGsqueda de virus fué iniciada por Nifiez-Montiel y cols. en
1965 (33} en 303 nifios con diarrea aguda febril y 46 controles sanaos, sin
conseguir diferencia significativa en los porcentajes de aislamiento en
cada grupo. En 1966, Soto y cols. {s2) sospechando la endemicidad de
los enterovirus en la poblacion infantil de Maracaibo, comprueban la alta
incidencia de algunos serotipos en edad escolar y preescolar.

Esparza y cols. en Caracas en 1975, demuestran la existencia de Rota-
virus en heces provenientes de nifios hospitalizados por gastroenteritis,
y Viera-Torres y cols. {46}, amplian estos estudios,

El propasite del presente trabajo es iniciar en el Estado Zulia, el estudio
de la prevalencia de estos agentes en los casos de gastroenteritis en la re-
gién y su significacion e importancia como agente etiol6gico del cuadre
diarreico infantil,

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 158 muestras de heces provenientes de nifios internados
en el Servicio de Hidratacion del Hospital Universitario de Maracaibo
por presentar un cuadro de enteritis aguda acompafiada de vomitos, fiebre
y grados variables de deshidratacion. Conjuntamente se procesaron 25
muestras controles, provenientes de nifios aparentemente sanos, y tomadas
en sus respectivos domicilios.

Once de jas muestras fueron tomadas durante el mes de julio de 1978,
y las restantes 151, més los controles, de enero a junio de 1977,

La mayoria de los nifios provenian de los diferentes barrios de la ciudad
y algunos de los distritos circunvecinos. Sus edades estaban comprendidas
de 1 a 21 meses para los casos hospitalizados y para los controles entre
3y 4 afios, A cada nifio estudiado se le tom6 una muestra de 5-10 gramos
de heces, que se trasiadd al laboratorio conservdndose a —70°C hasta el
momento de procesarlas, lo que generalmente se hacia al acumularse 12
muestras.
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Se utilizd la técnica de Bishop y cols. (s), modificada por Esparza y
cols. {1s). Se homogenizaron aproximadamente 2 gramos de heces y 10
m! de buffer Tris HCL 0.002 M pH 8.5-8.8, por un minute, utilizando un
Omni-Mixer (lvan Sorvall, Norwalk, Conn, USA} a velocidad maxima. El
material obtenido fué centrifugado a 4°C y 2.500 rpm por media hora
en una centrifuga refrigerada Internacional Modelo PR2.

El sobrenadante fué centrifugado a 100,000 g por 1 hora, usando rotor
40 en una ultracentrifuga Beckman L50. E!l sobrenadante fué descartado
y el sedimento resuspendido con 5 a 10 gotas de buffer Tris HCL 0,002
M, pH 8.5-8.8.

Se utilizb un microscopio electronico JEM 1008 (Jeol, Tokio, Japén),
y rejillas de cobre de 100 campos previamente tratadas con una pelicula
de parlodion al 2% en acetato de amilo, y luego sombreado de carbbn en
un evaporador de vacio modelo JEE {Jeol, Tokio, Jap6n).

Para el montaje de la rejilla se coloco ésta sabre una gota de sedimento
resuspendido, dejandolo en contacto por espacio de un minuto aproxima-
damente. Luego se retir6, se dejo secar y se colored colocando una rejilla
sobre una gota de acido fosfotungstico al 2%, pH 7.2 por un minuto; reti-
randola luego y dejandola secar. Las rejillas se observaron al Microscopio
Electronico. :

RESULTADOS

De las 158 muestras examinadas provenientes de nifios con diarrea,
78 fueron encontradas positivas para Rotarivus, lo que representa un 49%.
Las muestras controles estudiadas fueron negativas, a excepcién de una
que resultd positiva, lo que equivale a un 4%.

En ia figura 1, se resume el nimero de casos positivos y su frecuencia
en los diferentes grupos de edades. Podemos observar una mayor frecuen-
cia en el grupo etario de 4 a 6 meses de edad encontrando menor positi-
vidad en las edades superiores e inferiores, observandose un marcado des-
censo después del primer afio de vida. El control que resultd positivo tenfa
36 meses de edad, y no fue incluido en los resultados.

La distribucién de la infeccion de acuerdo con el sexo y grupo de edad,
se evidencia en la tabla |. Observamos una marcada frecuencia de infec-
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tidn en varones con 30.35%, mientras que en las hembras fué de 18.96%.

En la figura 2, podemos ver la distribucion de los casos positivos en rela-
ciOn al nimero de muestras recolectadas cada mes.
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Fig. 1.— Distribucion porcentual de los casos positivos por edades. Un ma-
yor poreentaje de casos positivos se evidencia en el grupo de 4 a 6 meses
de edad.

TABLA |

FRECUENCIA DE ROTAVIRUS POR SEXO Y GRUPO DE EDADES

Edad Varones Porcentaje™ Hembras  Porcentaje™
{Meses)

1- 3 8 5.06 6 379

4- 6 24 15,18 13 8.22

7- 9 8 5.06 5 3.16
10-12 5 3.16 5 3.16
13-15 2 1.26 0 0.00
16-18 1 0.63 1 0.63
Total 48 30.35 20 18.96

* Los porcentajes se basan sobre el nimero total de las 158 muestras exa-
minadas, provenientes de nifios con diarrea.
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Fig. 2.~ Distribucion de las muestras procesadas por meses. Se sbtuve un
niimero mayor de muestras positivas en los meses de marzo y junio de
1971.

La sintomatologfa observada en los nifios positivos para Rotavirus no
difirid de los restantes. En la figura 3, podemos ver la frecuencia de los sfn-
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Fig. 3.— Relacion porcentual de la sintomatologia presentada en los 78
casos positivos para Rotavirus, La diarrea estuvo presente en todos los
casos.
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tomas presentados en las 78 muestras positivas. La diarrea fué observada
en todos los casos; solo el caso control positivo no la presentd, Le sigue
en frecuencia la deshidratacion y deplesion electrolitica. Se observo fiebre,
vOmitos, mocos en heces, pus y sangre.

Las particulas virales ohservadas al Microscopio Electrénico exhibian
las caracteristicas de los Rotavirus, observandose virus con doble cubierta
capsomérica, con un didmetro de 72-82 nm, virus con cubierta capsomé-
rica simple con un didmetro de 60-67 nm vy virus vacios que habian per-
dido su contenido de acido nucleico {Figs. 4, 5 y 8}. También se observé

*

Fig. 4.— Virus de cubierta simple encontrados en heces de nifios con gas-
troenteritis. Se observa una estructura capsomérica muy bien definida.
Su tamaiio es de 60-67 nm. Al centro se ohservan virus vacios. 100.000X.
una red de figuras hexagonales que han sido consideradas como fragmen-
tos de virus(22) (Fig. 7). Asimismo se observaron unas particulas no iden-
tificadas que posiblemente sean virus entéricos méas pequefios (Fig. 8).

DISCUSION

Estos virus han sido denominados de diferentes maneras a medida que
se ha ido clarificando su participacién en el proceso diarreico. Se han uti-
lizado términos como Rotavirus, Duovirus, Orbivirus, particulas parecidas
a tos Reovirus y agentes de la enteritis infantil. Su implicaciébn como agen-
tes etioldgicos fué pueste de manifiesto, en primer término, por compara-
ciones estadisticamente vélidas entre su prevalencia en poblaciones con
gastroenteritis y controles sanos. Sin embargo, més adelante se ha podido
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Fig. 5.— Virus de cubierta dohle vacios encontrados en heces de nifios
con gastroenteritis. Su tamaiio es de 72-82 nm. 240.000X.

Fig. 6 — Virus de cubierta doble llenos encontrados en heces de niiios con
gastroenteritis. Su tamafio es de 72-82 nm. 240.000X.



Fig. 7.— Elementos hexagonales cominmente hallados en el material de
estudio, Se supone que sean capsomeros virales gue se agrupan libremente

Fig. 8.— Particulas no identificadas halladas scasionalmente en el materiai
de estudio. Se piensa sean virus entéricos mas pequefios. 120.000X.

utilizar algunos procedimientos serologicos, tales como inmunomicros-
copia electrbnica(z2), inmunofiuorescencia(ss), contraglectroforesis (s2),
y otras; ademas, los postulados de Kock han podido ser cumplidos por
infeccion experimental en cerdos{sa), monos(s1), becerros(as) y volun-
tarios humanos (14, s0).
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Estos agentes han podido ser estudiados tanto en su morfologia como
en su comportamiento fisico-guimico. Son particulas de un tamaiio de
72-82 nm, de caracteristicas muy bien delineadas. Los especimenes pueden
contener particulas de dobie cubierta o cubierta simple, teniendo éstas
bordes irregulares con aproximadamente 21 proyecciones en su peri-
feria (15), 0 bien puede haber una mezcla de los dos tipos.

En estudios comparativos hechos con Rotavirus purificados de origen
humanos, Simio SA11, y de becerros sobre gel de poliacrilamina (as}, se
determiné que tanto los virus humanos como Simias tienen ocho polipép-
tidos y nueve los Rotavirus de los becerros, de los cuales cuatro se locali-
zaron en la envoltura capsomeérica interna y son iguales para los tres virus;
3 6 4 se localizan en la envoltura capsomérica externa observandose varia-
ciones sobre todo a nive! de los polipéptidos de bajo peso malecular,

Otros autares {1s) ponen de manifiesto variaciones serolbgicas en infec-
ciones experimentales si los virus son de doble cubierta capsomérica,
haciéndose indistinguibles si los virus presentan una sola cubierta,

Los porcentajes de positividad encontrados por diversos autores para
diferenciar series estudiadas hasta el presente son de una gran variedad,
Albrey vy cols. () reportaron el 31% de positividad en las muestras exami-
nadas; Sheperd vy cols.{s1) acusan el 32% de hallazgos positivos en 100
muestras examinadas; Bryden y cols.{s) reportan un 38% con Duovirus;
Kapikian (zs) reporta 24% de especimenes positivos de 142 muestras exa-
minadas, y e! 62% de 21 muestras en otra ocasifn (25); GOmez-Barreto y
cols. {20} reportaren el 55% de muestras con virus presentes en 29 casos;
Bishop y cols. (a) reportaron el 81%; Viera-Torres y cols. (a6}, de 293
muestras examinadas, encontraron positividad en 49% de los casos estu-
diados.

Es de ohservar que los variables porcentajes obtenidos pueden haber
sido el producto de varios factores, entre los cuales méas importante para
tomar en cuenta son la edad del nifio, y el momento de la toma de la
muestra, asi come también la época del afig en que se recolecta ésta, por
las variaciones estacionales que han sido reportadas para otros virus {ae).
Esta es una infeccién de una edad muy temprana de la vida, demostrada
para el estudio de ia tabla de frecuencia que indica que por debajo de
un afio de edad se presenta el 82% de ios casos paositivas.

Otros reportes acusan mayor susceptibilidad a diferentes edades: entre
B meses y 2 afios (26), de 6 meses a 3 afios (s}, desde 3 meses a 2 aiios (20},
y de 10 dias a 4 afios {s1). Sin embargo, infecciones a Rotavirus pueden
ir mas alla de estas edades, siendo posible casos positivos hasta fos 6.
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anos(s). Sobre esta edad es raro encontrar infecciones a Rotavirus, Por
otro lado, se ha demostrado que el virus se excreta durante 6 dias como
término medio y que la positividad decae rapidamente cuando la muestra
es tomada mas allé de ese tiempo; de alli la importancia de una toma de
muestra en el momento apropiado para obtener resultados valederos en
tuanto a la verdadera importancia de estos virus en la diarrea.

L.a presencia de virus en nifios sanos indica la posibilidad de una circu-
lacién silenciosa del virus con las implicaciones epidemioltgicas que ésto
acarrea. Sin embargo, las cifras hasta ahora publicadas indican que ese
tipo de infeccién inaparente es de escasa importancia, pués los reportes
varian entre valores absoluto de 0% hasta 8% de positividad en poblacio-
nes infantiles sanas (25, 26, 31, 46).

Sin embargo, Albrey y cols. {1} reportan Rotavirus en 12 de 23 recién
nacidos que no acusaron sintomatologia alguna hasta el momento de la
toma de la muestra. De igual manera Chrystie y cols. acusaron infecciones
en nifios recién nacidos en el retén (12). Este es un aspecto poco conocido
de esta infeccidn, sobre lo cual debe hacerse énfasis especial por la impor-
tancia que tiene en los mecanismos de propagacion,

La sintomatelogia del cuadro producido por los virus en estudio fué
descrita por Sheperd (a1}, y no se diferencia delas gastroenteritis bacteria-
nas hasta ahora reportadas. Nuestro estudio indica que en orden de fre-
cuencia, los sintomas y signos mas resaltantes fueron diarrea, deshidrata-
cién, vomitos y fiebre. La presencia de moco y sangre es superior a lo ya
reportado por Sheperd, aunque no podemos ofrecer una explicacion ra-
cional a esta diferencia,

Con respecto al sexo, puede haber una mayor incidencia en varones que
en hembras. Al efecto Sheperd{s1) observa una frecuencia de 63% en
varones menores de 6 meses y 37% en hembras; nuestras observaciones
coinciden con las de estos investigadores. Gémez-Barreto {20} reporta 13
varones positivos de 16 nifios estudiados.

La morfologia de las particulas que se visualizaron al Microscopio Elec-
tronico, tenfan caracteristicas semejantes a las de las discutidas por Bishop
y cols. en 1973 (s) a partir de Ila mucosa duodenal, y posteriormente en
1974 (s} de! centrifugado de heces; las cuales se describen como entidades
virales que guardan semejanzas morfolOgicas con Orbivirus, el virus de la
diarrea de los becerros, y el de la diarrea epizootica de los ratones lactan-
tes {as}; presentandose en su forma caracteristicas de cédpsido doble con
didmetro de 72-82 nm y particulas de una sola cubierta de 60-67 nm de
didmetro,
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Estas observaciones han sido confirmadas en repetidas ocasiones (1s,

22,25, 26, 31), ¥ al mismo tiempo han podido observar Adenovirus y cier-
tos artefactos de forma tubular aplanada y en mallas de mosaico hexago-
nales {Fig. 7) que se ha dicho corresponden a restos de virus desintegra-
dos (22}, Particulas virales pequefias no identificadas fueron ohservadas
por nosotros en varias oportunidades (Fig. 8).

En 1975, nuevas investigaciones asocian a los Coronavirus como res-
ponsables de algunos de los cuadros de gastroenteritis en becerros {28, 40),
y en humanos(s).

Queda por io tanto dilucidar cual es la incidencia que le corresponde a
cada uno de los enteropatogenos virales visualizados en heces de nifios con
gastroenteritis. De lo que no nos queda duda es la existencia de Rotavirus
en el Estado Zulia, y de su amplia participacidn en {a etiologia de la
diarrea que afecta a los nifios de 1 a 4 afios.

ABSTRACT

Rotavirus as an etiological agent of gastroenteritis in Zulia State. Caskin-
Pellacani D. (Cétedra de Virologia, Escuela de Bioandlisis, Facultad de Me-
dicina, Universidad del Zulis. Apartado 526, Maracaibo, Venezuela),
Soto-Escalona A. Invest Clin 2I¢4): 259-275, 1980.— In order to deter-
mine the participation of Rotavirus as a causa of acute diarrhea in chil-
dren, 158 samples of faeces from children with acute diarrhea and hospi-
talized in the hidration service of the Hospital Universitario were studied
using electronmicroscope. At the same time 25 samples of faeces from
children without diarrhea colected at their homes were used as controls,
Of the 158 samples studied from the hospitalized children 78 were positive
for Rotavirus representing 49%. One of the 25 controls were positive
which account for 4%. Qur results demonstrate the presence of Rotavirus
in Zulia State and its participation as an etiological cause of infant en-
teritis,
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