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RESUMEN

L os rotavirus son considerados actuaimente como una
de las causas mas importantes de diarrea infantil en mu-
chos lugares del mundo, incluyendo a Venezuela, A me-
diados del afio 1979 (marzo-agosto, ambos inclusive)
estudiamos la etiologfia viral en nifios con gastroenteritis
admitidos para rehidratacion en el Hospital Periférico de
Coche, Caracas. De un total de 114 muestras fecales,
examinadas con el microscopio electrdnico, se detectd
la presencia de 31 casos positivos para rotavirus (27,2%)
y 4 para adenovirus (3,5%), probablemente de tipo no
cultivable. La frecuencia de identificacion de rotavirus
varié desde un 7,7% durante el mes de abril, hasta un
459% en agosto. Esa alta positividad observada durante el
mes de agosto no es lo wsual, ya que este virus circula
preferentemente durante los meses mds frios del aiio.
Catorce de las muestras positivas para rotavirus fueron
utilizadas para ser inoculadas en células LLC-MK2, con
objeto de tratar de establecer los parametros de infecti-



vidad de rotavirus humanos en cultivos celulares. Un
resultado inesperado fué el aislamiento de 9 cepas de
reovirus. La primera se obtuvo de muestras tomadas
durante el mes de mayo y el virus aislado fué identifi-
cado por técnicas de inhibicion de la hemaglutinacion y
neutralizacidn con antisueros especificos, como reovirus
tipo 2. Dicho serotipo fué también hallado en muestras
obtenidas hasta el mes de agosto, periodo en el cual la
poblacion circulante de reovirus tipo 2 fué sustituida
por el tipo 1, del cual se aislaron 4 cepas. Las posibles
implicaciones de una infeccion mixta por rota y reovirus
no son conocidas. En todo caso debe mencionarse gue
ambos son miembros de la familia reoviridae, poseyendo
particulas virales de morfologia muy parecida, que po-
drian dar lugar a equivocos en su identificacion por
microscopia electronica. Sin embargo dichos virus po-
seen genomas de ARN de doble cadena segmentados,
que por técnicas de electroforesis en geles de poliacrila-
mida dan patrones caracteristicos para cada género viral,

INTRODUCCION

Los rotavirus son considerados actualmente como una de las causas
mas importantes de diarrea infantil en animales y humanos (s, 14}, Los
rotavirus humanos han sido identificados en varias partes del mundo, y
nosotras lo hemos encontrado asociado a més del 40% de las gastroenteri-
tis en pacientes ingresados al Hospital de Nifios “J. M. De Los Rios”, en
Caracas (3, 22). Por otra parte, cerca del 70% de nifios venezolanos ma-
yores de 1 afio de edad poseen anticuerpos contra rotavirus {1e). Esta
virosis es més frecuente en nifos entre seis y veinticuatro meses de edad,
donde ocasiona diarreas gue se instalan en forma abrupta, acompafiada
de fiebre, vomitos y en ocasiones signos respiratorios. E! cuadro diarréico
tiene una duracion promedio de 4 a 5 dias, y frecuentemente cursa con
moderada deshidrataci6n isoténica {Una revisidn actualizada de los aspec-
tos etiolbgicos de las diarreas virales, as{ como de su epidemiologia, pato-
génesis y clinica, puede encontrarse en la referencia 5. Aspectos més ba
sicos sobre rotavirus estdn descritos en la referencia 7).

Debido a que los rotavirus se excretan en grandes cantidades en las
heces de los nifios infectados, se han realizado muchos estudios sobre la
caracterizacion bésica de las particulas virales, Es asf como conocemos que
dichas particulas estdn formadas por una doble cubierta protéica{a) en
cuyo interior se encuentra el genoma viral constituide por once segmentos
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de &cido ribonucléico de doble cadena (ARNdc) (17). Asociadas a las par-
ticulas virales también se han detectado actividades enziméticas de poli-
merasa del ARN (2) y sintetasa de oligoadenilatos (Gorziglia M, Esparza J:
Poly(A} polymerase activity in human rotavirus. J Gen Virol, en prensa).
Todas estas caracteristicas estructurales y bioguimicas colocan a los rota-
virus dentro de la familia viral reoviridae {11}, conjuntamente con los reo-
virus clésicos y con los orbivirus, con los cuales no parecen poseer anti-
genas comunes,

Uno de los problemas més importantes gue ha surgido en e! estudio de
los rotavirus, han sido las dificultades encontradas para obtener su cultivo
in vitro, aungque recientemente se han logrado algunos avances significa-
tivos en ese aspecto (s, 23). En el curso de nuestras investigaciones para
establecer los pardmetros de infectividad de rotavirus humanos en cultivo
de tejidos, obtuvimos el aislamiento md!tiple de cepas de reovirus 1y 2,
gue se encontraban coinfectando pacientes con gastroenteritis por rota-
virus. La presente comunicaci6n describe esos hallazgos, conjuntamente
con informacién sobre fa frecuencia de identificacion de rotavirus en el
Hospital Periférico de Coche, en Caracas, sitio donde fueron ingresados
todos los casos incluidos en el estudio,

MATERIAL Y METODOS

Pacientes y muestras. Los pacientes incluidos en el presente estudio
fueron 114 nifios con diarrea aguda febril, menores de dos afios de edad,
y hospitalizados para rehidratacién en el Hospital Periférico de Coche, en
Caracas. Se tomaron muestras de heces dentro de ias primeras 48 horas
de hospitalizacion, generalmente e! dfa del ingreso. Las muestras fecales
(2-20g) se transportaron al laboratorio donde una pequefia cantidad fue
dilufda en solucidn amortiguadora de fosfato-salino (PBS) para su futuro
procesamiento para inoculacidn en cultivos celulares. Ei resto de la mues-
tra fué utilizada para la deteccibn de particulas virales por medio del
microscopio electrénico (M.E.).

Deteccion de virus por M.E. De 1 a 5 g de heces se resuspendieron en
10 mi de PBS v se homogeneizaron en un homogeneizador Virtis-45 {Virtis
Research Equipment, Gardiner, New York). Los homogenatos fueron clari-
ficados por centrifugacién a 4.000 x g, por 30 minutos a 4°C. Los sobrena-
dantes fueron utilizados directamente para su observacién al M.E,, o pre-
viamente concentrados, Para eso, dichos sobrenadantes fueron ultracentri-
fugados a 100.000 x g por 60 minutos a 4°C, en una ultracentrifuga Beck-
man L5-65. El virus centrifugado al fondo del tubo fué entonces resuspen-
dido en 0.2 ml de agua bidestilada. Las muestras se tifieron con 4cido fosfo-
tingstico al 2%, pH 7.2, y se examinaron en un microscopio electronico
JEM 100B, usando un aumento de 33,000 X (3, 4).
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Inoculacion de cultivos celulares. Se prepar6 una suspensidn de heces
al 5% en PBS conteniendo antibitico en altas concentraciones (1.000 U
de penicilina por ml, 1.000 g de estreptomicina por ml, y 25 ug de anfo-
tericina B por ml). La suspensin se clarifico por centrifugacion a 4.000 x
g por 30 minutos a 4°C, y el sobrenadante se utiliz6 para inocular cultivos
de células LLC-MK2, una Iinea continua de rifibn de mono Rhesus. Las
células fueron inoculadas con 0.1 mi de la suspension viral {(aproximada-
mente 10° particulas fisicas) de rotavirus humanos, los cuales habian sido
previamente tratados por una hora a 37°C con 100 ug por ml de tripsina.
Inmediatamente después de la inoculacion, el virus fué centrifugado
sobre la monocapa celular a 1.200 x g por 30 minutos a temperatura am-
biente (). Después de la centrifugacion, se aitadieron 2 ml de medio nutri-
tivo de Eagie, conteniendo 10 ;g por ml de tripsing, y en ausencia de suero
fetal. Los cuitivos se incubaron a 37°C y se observaron diariamente por la
aparicién de efecto citopatico (ECP). Cuando éste era evidente, los cultivos
se congelaban y descongelaban una vez, se clarificaban por centrifugacion
a baja velocidad, y el sobrenadante se guardaba a —30°C, en cantidades de
1 ml, para identificacidn de virus por microscopfa electrnica y serotipifi-
cacion de los aislamientos,

Electroforesis del ARN viral en geles de poliacrilamida. La separacion
de los segmentos de! ARN viral se hizo en planchas de gel de poliacriia-
mida, siguiendo el método de alta resolucion descrito por Laemmli (1s),
utilizando el gel de “Stacking” al 3% vy el de corrida al 10%. Antes de la
electroforesis, as muestras (heces {iquidas) fueron disociadas de la siguien-
te forma: a 0,2 mi de cada muestra se l¢ afiadieron 0,04 ml de la mezcla
de disociacion (6% SDS, 0,6% mercaptoetanol y 36 mu EDTA, pH 7.0)
y se calentaron a 55°C durante una hora. La electroforesis se realizo a
40 mA (150 V) por 3 a 4 horas, en la presencia de SDS al 0,1%; al final
de la corrida de los geles fueron teilidos con bromuro de etidio, a una
concentracidn final de 2 ug/ml, y fotografiados bajo iluminacion con luz
ultravioleta (s).

Serotipificacién de los reovirus aislados. Se utilizé la prueba de inhibi-
cion de fa hemaglutinacién (21) para tipificar aquellos aislamientos de
reovirus que presentaron tftulos hemaglutinantes iguales o mayores de
1/16 (como fué el caso de las muestras P4 a P8, presentadas en la tabla
11). Para ello se utilizaron anticuerpos especificos contra cada uno de los
3 serotipos de reovirus, preparados en pollos (obtenidos del “Center for
Disease Control”, Atlanta, U.S.A.). Como antfgeno se utiliz6 el sobre-
nadante clarificado (700 g x 5 min) proveniente de pasajes virales que
mostraban un buen efecto citopdtico en células LLC-MK2,
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Aquellos aislamientos que mostraron titulos hemaglutinantes inferiores
a 1/16 (P10 al P12 en la tabla I1) se tipificaron por pruebas de neutrali-

zacion (1) en células LLC-MK2, utilizando los mismos antisueros de refe-
rencia usados para la técnica de inhibicion de Ia hemaglutinacién.

RESULTADQOS

ldentificacion de rotavirus per microscopia electronica, Se examinaron
un total de 114 pacientes, seleccionados entre los meses de marzo a agosto
de 1979, encontrandose una positividad global para rotavirus del 27%.
La tabla | muestra dichos resultados. Se observa que la frecuencia de iden-
tificacibn de rotavirus varié grandemente entre pacientes examinados
durante los diferentes meses del periodo. Es particularmente Hamativo
el alto porcentaje de positividad observada en el mes de agosto (45%),
muy poco frecuente para un virus como éste que circula preferentemente
en los meses mas frios del afio (13, 22). Ademas, se identificaron 4 pacien-
tes que excretaban adenovirus, probablemente pertenecientes a los tipos
no cultivables (10}, La figura 1 muestra fotografias de microscopia elec-
trénica de rotavirus y adenovirus detectados en heces, conjuntamente ¢con
la de reovirus obtenidos de cultivos celulares inoculados.

TABLA |

IDENTIFICACION POR MICROSCOPIA ELECTRONICA
DE PARTICULAS VIRALES EN HECES DE NINOS

CON GASTROENTERITIS*
Ne de Positividad
Meses ient para rotavirus Qtros virus
pacientes Ne (%)
Marzo 31 11 (35,5) Adenovirus (1)
Abril 13 1 (7,7
Mayo 21 5 (23,8)
Junio 0 - -
Julio 27 4 (14,8)
Agosto 22 10 (45,5) Adenovirus (3)
Totales 144 31 (27,2)

* Hospital Periférico de Coche, Caracas (1979).

intento de cultivo de rotavirus humanos. Aislamiento de reovirus tipos
1 y 2. En vista de que con anterioridad habiamos tenido cierto éxito en
ensayos de cultivo de rotavirus humanos in vitro (e}, deseamos extender
nuestros intentos utilizando 14 especimenes ricos en particulas virales, los
cuales contenian entre 10° y 10° rotavirus por mi de suspensién. Previa
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Fig. 1.— Microfotografias electronicas de A) Rotavirus humano presentes
en heces de nifios con gastroenteritis. B) Reavirus tipo 2, aislado en cul-
tives celulares, a partir de muestras fecales de nifios con gastroenteritis

por rotavirus, C} Adenovirus identificados en muestras de heces. Barra =
100 mm.



a la inoculacion, la identidad de los rotavirus a utilizar fué confirmada
por electroforesis en geles de poliacrilamida de los ARN genémicos de los
virus presentes en cada muestra. La Fig. 2 muestra los patrones obtenidos
con siete de ios especfmenes examinados, En cinco de las siete muestras
pudo observarse el patron de rotavirus, con la migracion caracteristica para
cada uno de los once segmentos de! ARN-dc; las muestras P8 y P10 no
mostraron las bandas correspondientes, debido al bajo numero de parti-
culas virales presentes en las mismas (menos de 107 particulas por mi),
tal como se sefiala en la Tabla |1, La proximidad de las bandas 5 y 6 iden-
tifico a los ratavirus como de origen humano (12).,

Fig. 2.— Patron electroforético del ARN genémico de 7 muestras de rota-
virus humano,

l.os sobrenadantes de ias células infectadas fueron inicialmente exami-
nados con el microscopio electronico, con objeto de detectar multiplica-
cibn viral. En 7 de las 14 muestras examinadas pudieron detectarse abun-
dantes particulas semejantes a reovirus en dichos sobrenadantes. Debido
a que la morfoloaia de reoviriones y rotaviriones es muy parecida (Fig. 1),
io cual podria Hevar a confusiones, la identidad del virus multiplicado a
partir de uno de los in6culos (P4) fué confirmada por electroforesis en
geles de poliacrilamida del ARN genémico. La Fig. 3 muestra que et patrén
electroforético del virus aislado es diferente al del rotavirus inoculado vy
semejante al descrito para los reovirus (11).

La identificacidn serologica de los virus aislados se realizé entonces por
medio de pruebas de inhibicion de la hemaglutinacion y de neutralizacién,
las cuales diagnosticaron ademas fa presencia de reovirus en dos especime-
nes adicionales, en los cuales no se habian identificado por microscopia
electrénica (P7 y P10). Los resultados de la identificacidn serolGgica se
muestran en la Tabla 11, El primer aislamients de reovirus se obtuvo de
unas muestras tomadas durante el mes de mayo, vy el virus aislado se iden-
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Fig. 3.— Comparacion del patron electroforético del ARN gendmico de
rotavirus humano y reovirus tipo 2.

tific6 como tipo 2. Dicho serotipo fué también hallado en muestras obte-
nidas hasta el mes de agosto, periodo en el cual la poblaci6n circulante
de reavirus tipo 2 fué substituida por e! tipo 1, del cual se aislaron cuatro
cepas,

NISCUSION

En la actualidad no existen dudas sobre e! papel etioldgico gue juegan
los rotavirus cuando éstos se encuentran asociados a cuadros de gastro-
enteritis (s). Sin embargo, con mucha frecuencia los rotavirus se aislan
conjuntamente con otros patégenos bacterianos o virales que podrian mo-
dificar, quizds agravar, el curso de la infeccidn rotaviral.

En un estudio previo {22) encontramos que cerca del 10% de una pobla-

citn de niftos venezolanos estudiados, que incluia pacientes con gasuwo-
enteritis y controles aparentemente sanos, estaban excretando enterovirus
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para el momento del examen. Con mucha frecuencia se encontraron aso-
ciaciones entre rota- y enterovirus, pero éstas parecian debidas al azar y
no modificaban el cuadro clinico. Es importante mencionar que no son
raros los aislamientos virales miiltiples en diarrea infantil, y que su signifi-
cacion permanece por ser elucidada {17).

En esta oportunidad describimos o que parece ser un brote de gastro-
enteritis por rotavirus localizado en el drea de Coche, en Caracas, Creemos
gue #s un brote localizado debido a que la frecuencia de aislamiento de
rotavirus se haya debido a contaminacion intra-haspitalaria, ya que los pa-
cientes fueron ingresados con el cuadro de gastroenteritis ya instalado y
las muestras fueron tomadas, de preferencia, durante las primeras 24 horas
despusés del ingreso. Esto indica que, aunque ios rotavirus circulan prefe-
rentemente durante los meses mas frios (13, 22), éstos pueden ocasionar
brotes en cualquier época del afio, y que los resultados obtenidos en pobla-
ciones més o menos discretas, no necesariamente pueden extrapolarse
directamente para definir la epidemislogia del virus en la comunidad,

TABLA |

INTENTO DE CULTIVO DE ROTAVIRUS HUMANOS
A PARTIR DE HECES = AISLAMIENTO DE REOVIRUS

TIPOS1Y2
Fecha de Concentracion de Virus iden-
Muestra » rotavirus {parti- tificado
recoleccion culas/ml} (2 por cultive

P4 16-Mayo-1979 A Reo 2

P5 11-Julio-1979 bt Reo 2

P6 31-Julio-1979 dhtd Reo 2

pP7 7-Agosto-1979 +4+++ Reol +Reo 2
P8 7-Agosto-1979 ++ Reo 2

P9 7-Agosto-1979 4+ -

P10 7-Agosto-1979 ++ Reo 1

P11 7-Agosto-1979 +++ Reo 1

P12 9-Agosto-1979 4 Reo 1

P13 14-Agosto-1979 ++++ -

P14 14-Agosto-1979 4+ -

P15 16-Agosto-1979 +++ -

P16 16-Agosto-1979 +4+ -

P17 16-Agosto-1979 4t -

a) Estimado por Microscopia Electronica. + = 10% — 10® ++ =108 - 107;
+++ =107 — 10%; ++++ 108 — 109 particulas fisicas por mlL
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Un resultado inesperado en este estudio fué el aislamiento en cultivos
celulares de 4 cepas de reovirus tipo 1 y 5 de reovirus tipo 2, de muestras

procedentes de pacientes con gastroenteritis, y ricas en particulas rota-
virales. Muy probablemente la infeccion por reovirus fué adquirida intra-
hospitalariamente, ya que los (nicos brotes de reovirus observados en
humanos han ocurrido en instituciones para nifios {19, 20). Sin embargo,
no se puede descartar la posibilidad de que la infeccion haya ocurrido
previa a la hospitalizacién, y como consecuencia de brotes secuenciales
de reovirus tipo 2 y tipo 1 en la comunidad. Cabe anotar que una encuesta
realizada en 100 nifios venezolanos, de edades comprendidas entre 5 meses
y un afio, demostré la existencia de anticuerpos para reovirus tipos 1y 2
en 61 y 60% de los casos, respectivamente {datos no publicados). Es asf
como también en nuestro pafs la infeccidn por reovirus parece estar am-
pliamente diseminada en la poblacion. Desafortunadamente, no existen
evidencias de que dichos virus estén claramente asociados en humanos con
algln cuadro patoldgico conacido.

La presencia conjunta de rotavirus y reovirus indica la ausencia de inter-
ferencia viral in vivo, incluso cuando ambos virus, particularmente los
reovirus, son excelentes inductores de interferon. Dicha interferencia
tampoco parece manifestarse in vitro, donde un gran exceso de particulas
rotavirales permitieron la infeccion y multiplicacion de reovirus presentes
en nimeros mucho menores. Asf mismo, la existencia de dichas infeccio-
nes mixtas deben indicar cautela en intentos de cultivar rotavirus in vitro,
donde podria dar lugar a resuitados equivocos, debido a la morfologia
muy parecida de las particulas virales de ambos virus. La electroforesis del
ARN viral en geles de poliacrilamida provee un sistema facil para la dife-
renciacién rapida de ambos virus, Dicho sistema también podria aportar
informacion Gtil sobre los diferentes tipos de rotavirus circulantes, que
parecen poder ser diferenciados en base a pequefias modificaciones en la
migracion de algunos de los segmentos de doble cadena de su ARN gené-
mico (s).
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ABSTRACT

Isolation of reovirus types 1 and 2 from patients with rotavirus gastro-
enteritis. Mazzali de llja, R., Novo E., Gorziglia M., Gil F., Kudriavcev K.,
Esparza J. (Laboratorio de Biologia de Virus. IVIC. Apartado Postal 1827.
Caracas 1010-A, Venezuela). lnvest Clin 22(1): 29-41, 1981.— Rotaviruses
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are now considered to be a major cause of gastroenteritis in many parts of
the world, including Venezuela. From march to august - 1979, we studied
the viral etiology in children admitted with gastroenteritis to the “Hospital
Periférico de Coche”, in Caracas. From 114 specimens examined by
electron microscopy, rotaviruses were identified in 31 cases {27.2%), and
adenovirus, probably of the non-cuitivable type, in 4 cases (3.5%). The
trequency of rotavirus identification varied from 7.7% during april, up to
45% in august. Forteen of the rotavirus positive samples were further
utilized in an attempt to infect LLC-MK2 cells with human rotavirus. An
unexpected result was the isolation of 9 reovirus strains from those sam-
ples. The first strain was isolated from a specimen coliected in may, and
was identified as type 2 by means of inhibition of haemagiutination and
neutralization tests. Such serotype was aiso identified in samples obtained
up to the month of august, time at which the circulating reovirus type 2
population was substituited by reovirus type 1 serotype, from which
four strains were isolated. The possible implications of a mixed infection
with reo- and rotaviruses are not known, In any case, it should be men-
tioned that both viruses belong to the Reoviridae family, with virus parti-
cles showing a relatively similar morphology, which could led to equivocal
results in their identification with the electron microscope. However, those
viruses posses a double-stranded segmented RNA genome, which can be
unequivocal identified by electrophoresis in polyacrylamide gels.
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