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Resumen. Las enfermedades diarreicas constituyen un grave proble-
ma de salud publica en los paises en vias de desarrollo. Venezuela ubicada
en la orbita de los paises subdesarrollados del tropico, tiene a las diarreas
en menores de cinco afios, como la primera enfermedad de notificacion se-
manal. Durante el periodo de junio de 1993 a mayo de 1995 se analizaron
378 muestras de heces provenientes de infantes menores de 5 afios, de am-
bos sexos que acudieron al Hospital de Nifios de Maracaibo con problemas
gastrointestinales. El grupo control lo conformaron 93 lactantes asintoma-
ticos con el mismo rango de edades. A las muestras se les realizé extraccion
y precipitacion del ARN viral y por ultimo, electroforesis en geles de polia-
crilamida. Se encontro: rotavirus en el 16,4% de las muestras diarreicas y
9,7% en el grupo control; un 21,5% de incidencia en los nifios menores de
un afio de edad; predominio en el sexo masculino. El electroferotipo predo-
minante (100%) fue el de migracion larga. Se observé una estrecha correla-
cion entre el incremento del porcentaje de rotavirus con respecto al aumen-
to del indice pluviométrico, y al descenso de la temperatura media presen-
tes durante el periodo de estudio. Estas dos variables atmosféricas determi-
nan el incremento o descenso de la infeccién viral en nuestra region. Los
resultados obtenidos en esta investigacion demuestran la considerable im-
portancia de los factores climaticos en la epidemiologia de los rotavirus.
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Abstract. Diarrhea is one of the most common problem of public
health worldwide, specially in developing countries. In Venezuela, this af-
fection must be weekly reported when it occurs in children under five years
of age. During June 1993 to May 1995, 379 stool specimens were obtained
from children under five years of age with diarrhea admitted in Hospital de
Nifios of Maracaibo, Venezuela. Control group was conformed by 93 asymp-
tomatic children. The rotavirus RNA was extracted with phenol-chloroform
and precipitated with ethanol. Finally, polyacrylamide-gel-electrophoresis
(PAGE), followed by silver staining was employed for rotavirus detection.
Our results showed 62 (16.4%) positive cases for rotavirus in symptomatic
children and 9 (9.7%) in control group. The highest incidence was showed
in the infants under one year of age (21.5%). The electrophoretic analysis
revealed only one long electropherotype pattern in studied samples. It was
observed a close relationship between the increase of rotavirus cases and
the increase of the pluviometric index and a decrease of mean temperature
observed during the period of study. Both variables determine the increase
or decrease of viral infection in our region. This result shows the impor-
tance of the climatic factors in the rotavirus epidemiology.

Recibido: 12-3-98. Aceptado: 8-1-99.

INTRODUCCION

Las enfermedades gastrointes-
tinales constituyen una de las pato-
logias mas comunes en nifios meno-
res de 5 afos a nivel mundial.
(1,2,3). La enfermedad asume una
especial significancia en los paises
subdesarrollados en los cuales re-
presenta un grave problema de sa-
lud publica (4,5), ya que contribuye
de manera relevante, a aumentar la
morbilidad y la mortalidad de estos
infantes (6,7). Se estima que al afio

mueren alrededor de 3.3 millones de
niflos menores de 5 afios por diarrea
(8) y en Asia, Africa y América Lati-
na ocurren mas de mil millones de
episodios.(9)

En Venezuela la diarrea aguda
infecciosa tiene una gran relevancia
como problema de salud. Ha repre-
sentado la novena causa de muerte
en la poblacién en general y la se-
gunda causa de mortalidad infantil
en nifos menores de 4 afos en las
enfermedades de notificacion sema-
nal del pais (10) Su incidencia es
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elevada en la edad pediatrica espe-
cialmente en los nifios menores de
un afio en quienes la letalidad es de
0,95% (11,2,12,13). Le sigue el gru-
po etario de 1 a 5 afos, con una le-
talidad de 0,28%. Asi, la mayor
magnitud del problema es en infan-
tes menores de un afo en quienes el
riesgo de morir por diarrea es pre-
ponderante. Es evidente que es, en
esta poblacion, donde debe intensifi-
carse la mayor y mejor prevencion
sanitaria institucional (13)

Entre los agentes virales que
sisteméaticamente se han identifica-
do, en las investigaciones sobre la
etiologia de las diarreas figuran el
rotavirus (RV), agente norwalk, ade-
novirus, coronavirus, astrovirus vy
enterovirus (14,4).

Actualmente, los RV constitu-
yen la mayor causa de diarrea en ni-
flos menores de 5 afios (15). Aproxi-
madamente del 50 al 80% de las
diarreas, en este grupo de edad y
dependiendo de los cambios estacio-
nales, son debidos a este virus (16).
En Venezuela, y especificamente en
nuestro estado, la incidencia de RV
varia entre un 14 a 40% (17,11,2,
12). Estos estimados permiten de-
ducir la importancia que estos agen-
tes patdgenos tienen en la morbili-
dad y mortalidad en nifios menores
de cinco afos, en paises en vias de
desarrollo (2). De igual manera se
evidencia que el RV es el agente vi-
ral que mas muertes ocasiona en
este grupo etario (8).

Asi, se consider6 importante
aportar datos epidemioldgicos rele-
vantes con el fin de disefar progra-
mas que lleven al desarrollo de es-

trategias efectivas de vacunacién y
saneamiento que permitan dismi-
nuir en gran parte la morbilidad y
mortalidad por RV en la regidon zu-
liana y el resto del pais.

En tal sentido, se decidio llevar
a cabo un estudio con el objeto de
determinar los electroferotipos de
RV circulantes en la poblacion in-
fantil menor de 5 afos de la ciudad
de Maracaibo, relacionar la presen-
cia del virus con la edad, asi como
con las cambios climaticos de la re-
gion durante el tiempo de estudio.

MATERIALES Y METODOS

Sujetos y muestras

Durante el periodo de junio de
1993 a mayo de 1995, se recolecta-
ron 378 muestras de heces en una
poblacién al azar de nifios menores
de cinco afios de edad, de ambos se-
x0s, con enfermedad diarreica de va-
riada sintomatologia y severidad,
que acudieron a la Emergencia del
Hospital de Nifios de la Ciudad de
Maracaibo. Como grupo control, se
seleccionaron 93 muestras de heces
de nifio sanos (asintomaticos) con
una distribucién similar en cuanto a
sexo y edad, que asistieron a control
de nifios sanos. A cada paciente se
le elabor6 una encuesta y se le tomo
una muestra de heces. Las mismas
fueron transportadas al Laboratorio
Regional de Referencia Virolédgica del
Instituto de Investigaciones Clinicas,
Facultad de Medicina, donde se sus-
pendieron en una solucidon al 10%
del Buffer de Resuspension TNC
(Tris-NaCl-CaClp), pH 7,4. Estas
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muestras fueron almacenadas a
—70°C para su posterior analisis.

Se recopilaron los datos men-
suales para el mismo periodo de es-
tudio de las siguientes variables at-
mosféricas: Indice Pluviométrico (IP),
Temperatura Media, Humedad Rela-
tiva Media, Presion de Vapor, Veloci-
dad de los Vientos y Presiéon Atmos-
férica, los cuales fueron aportados
por el Servicio de Meteorologia de la
Fuerza Aérea Venezolana.

Deteccion de RV

Una vez obtenida la suspension
concentrada de virus (0,5 ml), se ex-
trajo el ARN viral usando una mez-
cla de fenol-cloroformo, segun el
método de Donelli y col (18). Luego
se agregd etanol frio (-20°C) y se
precipité durante toda la noche, se-
gun Sambrook y col. (19).

Electroforesis en geles
de Poliacrilamida

Se utilizé el método descrito por
Laemmli en 1977 para geles en lami-
nas, utilizando geles de poliacrilami-
da al 7% y al 3% (19). Este método
permite una deteccion fidedigna de
las muestras analizadas (20,21).

Tincién del ARN con Nitrato
de Plata

Una vez culminada la corrida
electroforética, se procedié a su co-

loracion con Nitrato de Plata 0,11 M,
luego se adiciond la solucion revela-
dora de hidroxido de sodio hasta
gue las bandas se observaron niti-
damente (22).

Método estadistico

Para el analisis estadistico de
los datos se utilizé la prueba de x2
(chi-cuadrado), utilizando niveles de
significancia de 5% (a = 0,05) con la
correccion de Yates. El andlisis de
correlacion fue utilizado para definir
posibles relaciones entre las varia-
bles.

RESULTADOS

De un total de 378 muestras de
nifilos menores de 5 afos analiza-
das, 62 resultaron positivas (16,4%)
para el agente viral y 316 fueron ne-
gativas (83,6%). En el grupo control
s6lo se encontro la presencia del vi-
rus en 9 (9,7%) de ellas (Tabla I).

Basandose en la migracion
electroforética de los segmentos 10 y
11, se observd en todas las mues-
tras analizadas Unicamente un pa-
tron electroféretico de migracion lar-
ga (electroferotipo largo), ademas de
observarse en algunas muestras
una diferencia en la movilidad de los
segmentos 2 y 3 (Fig.1).

TABLA|
FRECUENCIA DE CASOS POSITIVOS Y NEGATIVOS PARA ROTAVIRUS EN NINOS
MENORES DE 5 ANOS DE MARACAIBO, VENEZUELA

Poblacién estudiada Positivos Totales %
Pacientes 62 378 16,4
Controles 9 93 9,7
Total 71 471 15,1
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Fig. 1. Patrones electroforéticos del ARN gendmico de los RV en geles de Poliacrila-
mida al 7%. Los nameros de la columna izquierda representan cada uno de
los segmento del ARN viral. OSU: Control positivo, cepa rotavirus porcina.
Los nimeros en la parte superior: representan las muestras.

TABLA 11
DISTRIBUCION DE CASOS POSITIVOS PARA ROTAVIRUS SEGUN GRUPOS
ETARIOS EN NINOS MENORES DE 5 ANOS DE MARACAIBO, VENEZUELA

Edad Pacientes Controles %
<1 afio 51~* 21,5 o** 0
1 a 2 afios 9 8,5 4 21,1
2 a 3 afios 1 6,7 1 7,7
3 a 5 afos 1 5,0 4 15,4
Total 62 16,4 9 9,7

* Diferencia significativa con respecto al grupo etario control < 1 afio (p < 0,001) y de grupo de

pacientes de 1 a 2 afios (p < 0,01).
trol de 1 a 2 afios y de 3 a 5 afios (p < 0,05).

La distribucion por grupo de
edades se muestra en la Tabla II,
donde la mayor incidencia de casos
positivos para RV se observa en el
grupo con diarrea menor de 1 afio
con 51 casos positivos (21,5%)
(P < 0,01, respecto al grupo de 1-2

** Diferencia significativa con respecto a los grupos con-

afos). En este mismo grupo de edad
se pudo observar una diferencia sig-
nificativa entre la poblaciéon afectada
y los nifios controles (P < 0,001), ya
que en la poblacién control no se
encontré ningdn caso positivo para
el agente viral.
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En el grupo etareo de 1-2 afios,
resultaron positivas 9 muestras
(8,5%). De 2 a 3 afios y de 3 a 5
afos soOlo se encontré un caso posi-
tivo (6,6% y 5%) para cada grupo,
no presentandose diferencias signifi-
cativas con respecto a los grupos
controles equivalentes. Con respecto
a los grupos control se encontraron
4 muestras positivas en el grupo de
1-2 afios y de 3-5 afios respectiva-
mente (21,1% y 15,4%). En ambos
grupos se observaron diferencias
significativas con respecto a la po-
blaciéon control menor de 1 afio
(P < 0,05). En el grupo control de
2-3 afios,se detectd un solo caso po-
sitivo para RV (7,7%).

En relacién al sexo y la preva-
lencia del virus se determiné que de
un total de 169 nifias estudiadas,
22 resultaron positivas para RV
(13%) y de 209 varones, 40 fueron
positivos (19%). La relacion de la in-
cidencia con el sexo, no resulté sig-
nificativa.

Al definir las posibles relaciones
entre la presencia de RV y los facto-
res climatoldgicos, se determind una
correlacion directa significativa en-
tre el indice pluviométrico mensual
y el porcentaje de diarreas por RV
(r = 0,5804, p < 0,01). Igualmente,
se observd una correlaciéon inversa
entre la temperatura media mensual
y el porcentaje de RV (r = -0,4320,
p < 0,05) (Fig. 2).

DISCUSION
A nivel mundial, se ha demos-

trado que los RV son la mayor causa
de gastroenteritis en nifios menores

de 5 afios de edad (23,18). En Vene-
zuela estudios epidemiolégicos han
puesto de manifiesto la importancia
de este agente viral como causante
principal de diarreas en nifios
(2,9,11,12,24).

En el estado Zulia las diarreas
constituyen una de las primeras
causas de consulta, y la segunda
causa de muerte en infantes. Se ha
demostrado la importancia de los
RV como uno de los agentes etiolégi-
cos responsables de enfermedad
diarreica en la poblacién infantil
menor de 4 afios (11,17,25)

Nuestro porcentaje de mues-
tras positivas para RV en la pobla-
cion estudiada (16,4%) coincide con
los encontrados por diversos autores
nacionales e internacionales quienes
han descrito porcentajes de positivi-
dad al agente viral de un 14 al 16%
(1,3,7,11,26-30). Por otro lado, otros
estudios han reportado cifras mu-
cho mas altas de positividad, desde
un 20% hasta un 71% con una me-
dia de deteccion de un 33% (2,5,31-
34). Estas diferencias en el porcen-
taje de prevalencia viral se pueden
deber a diversos factores, entre los
cuales se encuentran el nivel de de-
sarrollo econdmico-cultural de la
poblacidon analizada, la latitud geo-
grafica y los periodos estacionales
del area de estudio, asi como tam-
bién los diversos métodos utilizados
para la deteccion del virus.

Se determiné una diferencia
significativa entre el grupo de meno-
res de un afio controles con respecto
al mismo grupo de edad con diarrea
(21,5%) (p < 0,001), siendo este ulti-
mo el de mayor incidencia entre la
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Fig. 2. Correlacion entre porcentaje de diarreas por rotavirus, indice pluvio-

métrico y la temperatura mensual (r = 0,5804) (P < 0,01).

poblacion analizada. Este hallazgo
se corresponde con los encontrados
en numerosos estudios a nivel mun-
dial (35). Esto demuestra que el gru-
po de edad menor de un afio son los
mas susceptibles a la infeccién por
el virus, probablemente esto es debi-
do a una inmadurez inmunolégica
ya que se ha demostrado una corre-
lacién inversa evidente entre el tiem-
po de infeccion y la edad del paciente
(36); ademéas segun algunos estu-

dios, los anticuerpos maternos apa-
rentemente no brindan una protec-
cion completa al nifio en sus prime-
ros meses de vida, ya que existe la
posibilidad de que estos nifios ha-
yan recibido anticuerpos para un
serotipo de RV que es diferente a
aguel que est4 ocasionando la infec-
cion para el momento del estudio
(37).

La circulacién del virus en los
grupos de edad mayor de 1 afio fue
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similar tanto en el grupo control
como en el que presentaba diarrea.
La presencia del virus en las mues-
tras de nifios aparentemente sanos
evidencia la existencia de circula-
cién asintomatica del mismo en los
niflos mayores de 1 afio, este hallaz-
go podria explicarse por la presencia
de cepas antigénicas de naturaleza
atenuada, contrarias a las encontra-
das en los nifios con diarreas. Aun-
que este hecho ha sido demostrado
s6lo en neonatos, (37-39) su posible
ocurrencia en otras edades no es
descartable, puesto que los numero-
sos estudios realizados al respecto
no han sido concluyentes (40-41).
Otra posible explicacion seria la ex-
crecion prolongada del virus poste-
rior a una infeccion, Hernandez y
col demostraron en 1987 (36), que el
virus se excreta en las heces hasta
tres semanas después de un episo-
dio infeccioso; por lo que es posible
que algunos de estos nifios estuvie-
ran en una fase de recuperacion de
una infeccién por RV. Por otra par-
te, la inmunocompetencia de los ni-
flos asintomaticos al serotipo viral
circulante, por el previo contacto
con el mismo, también podria expli-
car los hallazgos observados en los
controles.

En 1994, Callejas y col en un
estudio realizado en el estado Zulia,
determind la presencia de RV en un
6,7% del grupo control (11). Tal
como se observa, los resultados ob-
tenidos en el grupo control (9,7% de
positividad) concuerdan con los refe-
ridos por otros investigadores (13,
16, 29, 42)

Un hallazgo interesante en
cuanto al patron electroforético del
ARN viral y la migraciéon de los seg-
mentos 10 y 11, fue la circulacion
de un solo electroferotipo, el cual co-
rresponde generalmente al subgrupo
Il de migracion larga (43-45)

Estos resultados coinciden con
los reportados por numerosos auto-
res en relacion con el predominio del
electroferotipo largo con respecto al
corto (5,11,30,35). En Venezuela se
ha demostrado la presencia de elec-
troferotipos largos en porcentajes
del 57,1% al 98,85%, (2,11-12) al
igual que en otros paises de diversas
latitudes donde el patron largo pre-
valece sobre el corto (46-49), no
siendo rara la deteccion de un solo
patron en un periodo determinado,
segun Espinoza y col (35). Esta dis-
crepancia puede ser explicada por la
cepa circulante en la region para el
momento de la realizacion de este
estudio, o por la predominancia de
un patrén electroféretico especifico
sobre el grupo de edad estudiado.

En el estudio se detect6 ade-
mas, una variacion en la migracion
de los segmentos 2 y 3 de algunos
electroferotipos, lo cual induce a
pensar en la existencia de una va-
riacion genomica de las muestras
analizadas. Estas variaciones son
posibles y han sido encontradas en
los electroferotipos pertenecientes a
un subgrupo en particular (15), sin
embargo, el porcentaje de incidencia
de las mismas es minimo.

No se demostré una diferencia
entre los sexos con respeto a la pre-
valencia de infeccion por RV, pero la
presencia del virus en el sexo mas-
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culino fue mayor que en el femenino
(19% y 13%). Este hallazgo, aunque
no estadisticamente significativo, ha
sido demostrado en numerosos es-
tudios nacionales e internacionales
(11, 26, 28), desconociéndose hasta
ahora la causa de esta tendencia.
Numerosos estudios han de-
mostrado que el porcentaje de dia-
rreas por RV, aumenta durante los
periodos de clima frio y seco en las
regiones templadas (50-53) mientras
que la estacionalidad de estos pro-
cesos en los paises tropicales no ha
sido todavia bien definida (50-51,
54-55). Los ensayos realizados en
estas dltimas regiones, no demues-
tran un patron estacional, pero un
hallazgo constante es la mayor pro-
porcidn de episodios diarreicos vira-
les durante los periodos lluviosos. El
numero de individuos con diarreas
parece estar relacionado con los pe-
riodos de lluvia (54-55). Nuestros
datos confirman este hecho al de-
mostrar una fuerte correlacidon entre
el porcentaje de casos de RV y las
variables atmosféricas: IP y Tempe-
ratura Media presentes durante el
periodo de estudio. Esto induce a
pensar que la temperatura y el pro-
medio de pluviosidad determinan el
aumento o descenso de la infeccion
por RV. Ambas variables ambienta-
les, el incremento del IP y el descen-
so de la temperatura, son coinciden-
tes con los picos de infeccion viral
observados en nuestro estudio. Los
periodos lluviosos pueden condicio-
nar un incremento en la contamina-
cion de las aguas, y el descenso de
la temperatura promueve la preser-
vacion de los virus excretados a tra-

vés de las heces, aumentando de
esta manera las posibilidades de in-
feccion por las vias de transmision
oral-fecal y la diseminacidon aérea.
Aungue nuestro ensayo no apoya lo
afirmado por otros investigadores en
cuanto a la presencia anual unifor-
me de la infeccidon por RV en los pai-
ses tropicales (50), la temperatura
como factor determinante en la epi-
demiologia de esta infeccion ha sido
reportada por otros estudios (56-57)

Este estudio demuestra la con-
siderable importancia de los factores
climaticos en la infeccidon por RV en
los nifios de esta regién, por lo que
se propone como una medida ade-
cuada para el control de las diarreas
un aumento en las practicas higiéni-
cas a través de una educacion sani-
taria, la cual contribuya a la ruptu-
ra de la cadena de transmisién oro-
fecal.
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