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Resumen

Durante el periodo de junio de 1993 a junio de 1995, se recolectaron 377 muestras de heces de
nifios menores de cinco anos, con diarrea aguda, recluidos en el Hospital Antonio Patricio de Alca-
la de la ciudad de Cumana, Venezuela, y de 89 nifios asintomaticos con el mismo rango de edades.
A las muestras se les realizo extraccion del ARN viral con phenol-cloroformo, precipitacion con
etanol, electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) y tincién con plata. Se encontro6 rotavirus
en 116 (30,77%) de las muestras diarreicas y en 7 (77,87%) de las muestras no diarreicas. A s6lo 105
de las muestras diarreicas fue posible observarle un patron electroforético definido, de las cuales,
ochenta y cuatro (80%) presentaron electroferotipo largo; diecinueve (18,09%) presentaron elec-
troferotipo corto; y dos (1,91%) presentaron una mezcla electroforética. En las muestras no dia-
rreicas se encontro que cinco (71,43%) correspondian al patrén largo y dos (28,57%) al patrén cor-
to. Por coelectroforesis se encontraron 7 patrones electroferotipicos distintos; cuatro de patron
largo, dos de patron corto y una mezcla electroferotipica. Se encontré una correlacion inversa sig-
nificativa (r= —0,5583, p< 0,05) entre la prevalencia mensual de rotavirus y la temperatura media
mensual y una correlacion inversa significativa (r= —0,5724, p<0,05) entre la prevalencia mensual
de rotavirus y la precipitacion media mensual.

Palabras clave: Rotavirus, prevalencia estacional, electroferotipos, clima, epidemiologia,
diarrea.
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Abstract

During the period June 1993 to June 1995, 377 fecal samples from hospitalized young chil-
dren with extreme diarrhea in the Antonio Patricio de Alcala Hospital in Cumana, Venezuela were
taken, as well as similar samples from 89 asymptomatic children of the same age range. Viral ARN
was extracted from the samples with phenol-chloroform, ethanol precipitation, gel electrophoresis
of poly-acrylamide (Page) and silver tincture. Rotavirus was found in 116 (38.77%) of the diarrhea
samples and in 7 (77.87%) of the non-diarrhea samples. Only in 105 of the diarrhea samples was it
possible to detect electro-ferrotype patterns, in which 84 (80%) were the long electro-ferrotype; 19
(18.09%) were short electro-ferrotype; and two (1.91%), had mixed electro-ferrotypes. In the
non-diarrhea 5 (71.43%) were the long type, and 2 (28.57%) were short. Using co-electrophoresis,
7 electro-ferrotype patterns were distinguished: four long, two short, and one electro-ferrotype
mixture. A significant inverse correlation was found between the monthly prevalence of rotavirus
and the mean temperature (r=-0.5583, p< 0.05) and a significant inverse relationship between the
monthly prevalence of rotavirus and average monthly precipitation.

Key words: Rotavirus, seasonal prevalence, electro-ferrotype, climate, epidemiology,

diarrhea.

Introduccion

Las infecciones por rotavirus humanos
constituyen la principal causa de gastroenteri-
tis aguda en nifos sobre todo en paises subde-
sarrollados donde se estima que anualmente
ocurren alrededor de 870.000 muertes de ni-
flos entre 1-4 afios y se presentan 17 millones
de casos de diarrea por rotavirus (11). En Ve-
nezuela, se ha estimado que ocurren anual-
mente alrededor de 101.400 casos de diarrea
en ninos menores de dos afnos de edad (21).

Las infecciones por rotavirus ocurren
durante todo el afo tanto en climas templa-
dos como en climas tropicales y subtropica-
les, sin embargo, en los climas templados se
ha observado una mayor prevalencia de rota-
virus durante los meses mas frios del afo (2,
17, 3, 15). En los climas tropicales y subtropi-
cales no se ha observado un patrén de distri-
bucion relacionado con una condicion clima-
tica en particular; asi se han observado picos
de infeccidon que coinciden con la estacion
seca (12, 30), con la estaci6n lluviosa (7), con
los meses mas frios del afio (32, 4, 30, 6).
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Debido a que las diarreas por rotavirus
representan un problema de salud publica,
sobre todo en paises subdesarrollados, se
consider6 necesario determinar la prevalen-
cia de rotavirus y su posible relacion con los
factores climaticos en la ciudad de Cumana,
Venezuela.

Materiales y Métodos

A. Muestras fecales

Durante el periodo comprendido entre
junio de 1993 y junio de 1995, se recolectaron
377 muestras de heces de nifios menores de 5
afios con diarrea aguda, recluidos en la sala
de hidratacion del Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcala” (H.U.A.P.A.) de
Cumana, Venezuela, y de 89 nifios menores
de 5 afios, que no hubieran padecido de epi-
sodios diarreicos durante las 6 semanas ante-
riores a la recoleccion de la muestra y que
asistian a consultas ambulatorias o se encon-
traban recluidos por otras causas en las salas
de hospitalizacion del H.U.A.P.A. Las mues-
tras se trasladaron bajo refrigeracion, y se
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guardaron bajo congelacion a —70°C hasta el
momento del analisis.

B. Datos climaticos

Los datos climéaticos: temperatura me-
dia, precipitacion media y humedad relativa
media, fueron suministrados por la Estacion
Meteorolbgica de la Fuerza Armada Venezo-
lana que funciona en el aeropuerto “Antonio
José de Sucre” de la ciudad de Cumana.

C. Métodos

Caracterizacion de rotavirus por
electroforesis del ARN viral en Geles
de Policrilamida (PAGE): Para la deter-
minacién de los electroferotipos se siguio el
método de electroforesis en geles de poliacri-
lamida (PAGE) descrito por Herring y col.
(13). E1 ARN viral se extrajo usando una mez-
cla de fenol-cloroformo y precipitado con
etanol frio segin Sambrook y col. (26). La
electroforesis se realizo en geles de poliacrila-
mida al 5% a una corriente constante de 30
mA por 7 horas a temperatura ambiente. Al
finalizar la corrida, los geles se tiheron con
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que presentan electroferotipos presunta-
mente diferentes, y a cada lado de este se co-
rren las mismas muestras individualmente,
para precisar los segmentos del genoma rota-
viral que presenten diferencias en su movili-
dad electroforética.

D. Analisis estadistico

Para establecer la posible relacion entre
la prevalencia mensual de rotavirus con los
factores climaticos se utiliz6 el analisis esta-
distico de correlacién a un nivel de confiabili-
dad de 95% (27).

Resultados

De un total de 377 muestras de heces de
ninos con diarrea aguda, 116 (30,77%) resul-
taron positivas para rotavirus del grupo A. De
las 89 muestras provenientes de nifios no

Tabla 1. Prevalencia de rotavirus en ninos
menores de 5 afios, admitidos al
H.U.A.P.A. entre junio de 1993 y

nitrato de plata 12 mM. A los electroferotipos junio de 1995.
que a simple vista parecieron distintos, se les Casos Total  Positivos %
realiz6 una coelectroforesis (31), la cual con- Estudiados
siste en correr simultineamente en un mis- Con diarrea 377 116 30,77
mo pozo del gel, una mezcla de dos muestras Sin diarrea 89 7 7,87
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Figura 1. Prevalencia mensual de rotavirus en nifios menores de 5 afos, con diarrea aguda, ad-
mitidos al H.U.A.P.A. entre junio de 1993 y junio de 1995.
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diarreicos, siete (77,87%) resultaron positivas
para rotavirus (Tabla 1). La prevalencia
mensual de los rotavirus se muestra en la Fi-
gura 1, donde se observa que los rotavirus
estuvieron presentes, con la excepcion de los
meses de junio y agosto de 1993, en todos los
meses que abarcé el estudio. Durante el pe-
riodo de estudio se observaron varios picos
de infeccion: diciembre de 1993 y enero de
1994, abril de 1994, noviembre y diciembre
de 1994 y enero de 1995. El mayor pico de
prevalencia se present6 en el mes de abril de
1994.

De las 116 muestras positivas a rotavi-
rus, a 11 no pudo determinarsele el patréon
electroforético. En las 105 muestras restantes
se encontro que 84 (80%) presentaron elec-
troferotipo largo; 19 (18,09%) electroferotipo
corto y 2 (1,91%) presentaron una mezcla
electroforética, la cual incluye un patron lar-
go y uno corto en la misma corrida. En las
muestras provenientes de nifios no diarrei-
cos se encontré que 5 (71,43%) correspon-
dian al patron largo y 2 (28,57%) al patron
corto.

Por coelectroforesis, se pudo diferenciar
siete patrones electroforéticos distintos del
ARN viral, de los cuales cuatro pertenecian al
patron largo (L1, L2, L3, Lg), dos al patron
corto (C1, C2) y uno a una mezcla electrofero-
tipica (M) (Figura 2). El electroferotipo largo
L3 fue el méas frecuentemente aislado
(44,76%), seguido por el electroferotipo L4
(20,00%). En los patrones electroforéticos
cortos predomin6 el electroferotipo Ci
(12,38%). En los nifos sin diarrea se determi-
naron solamente tres electroferotipos: L3
(40%), C1 (20%) y C2 (40%).

La distribucién mensual de los electro-
ferotipos largos: L1, L2, L3 y L4; cortos: C1,
C2ylamezcla electroferotipica M se presenta
en la Figura 3. Los electroferotipos L3 y L4 se
detectaron regularmente en el periodo com-
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Figura 2. Electroferotipos de rotavirus del
grupo A en nifios menores de 5
anos, con diarrea aguda, reclui-
dos en el H.U.A.P.A. entre junio
de 1993 y junio de 1995. Las fle-
chas indican los once segmentos
del ARN rotaviral. L1-Lg: elec-
troferotipos largos, C1-C2: elec-
troferotipos cortos y M: electro-
ferotipo mezclado. Electrofore-
sis vertical (de arriba hacia aba-
jo) a una corriente constante de
30 mA, a temperatura ambiente
por 7 horas.
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prendido entre julio de 1993 y febrero de
1995, estos electroferotipos predominaron
hasta abril de 1994. En mayo de 1994 se de-
tectaron dos nuevos electroferotipos: un
electroferotipo largo L2 y un electroferotipo
mezclado M. En julio de 1994 aparecié por
primera vez en este estudio el electroferotipo
corto C1, y al siguiente mes el electroferotipo
C2. En el periodo entre julio de 1994 y enero
de 1995 se detect6 la mayor variabilidad ge-
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Figura 3. Distribucion mensual delos electroferotipos L1, L2, L3, L4, C1, C2 y M, en nifios meno-
res de 5 afos con diarrea aguda recluidos en el H.U.A.P.A. entre 1993 y 1995.

nética de los rotavirus ya que se encontraron
circulando en la poblacion los electroferoti-
pos largos L1, L2, L3 y L4; los cortos C1y C2y
la mezcla electroferotipica M.

Se encontro6 una correlacion inversa sig-
nificativa (r= —0,5583, p< 0,05) entre la pre-
valencia mensual de rotavirus y la tempera-
tura media mensual y una correlacion inver-
sa significativa (r= —0,5724, p<0,05) entre la
prevalencia mensual de rotavirus y la precipi-
tacion media mensual. La relacion entre la
prevalencia mensual de rotavirus y la hume-
dad relativa fue estadisticamente no signifi-
cativa. En las Figuras 4 y 5 se muestra la dis-
tribucion de la prevalencia mensual de rota-
virus en relacion a la temperatura media y
precipitacion media respectivamente.

Discusion

Debido a su alta frecuencia y amplia dis-
tribucion mundial, la infeccién por rotavirus
es considerada un problema de salud publica.
La Organizacién Mundial de la Salud reporta
una prevalencia de rotavirus entre 34 a 54%
en paises desarrollados y de 20 a 40% en pai-
ses en vias de desarrollo (34).

La prevalencia de rotavirus de 30,77%
encontrada en este estudio en ninos con dia-
rrea aguda, coincide con los encontrados por
otros investigadores en Venezuela y en otros
paises tropicales y subtropicales (32, 12, 30,
18,10, 5, 14, 22, 33). En las muestras de heces
provenientes de nifos sin diarrea se detecto
una positividad de 7,87%, lo cual coincide
con los resultados de otros investigadores
(30, 6). La presencia de rotavirus en ninos sin
diarrea evidencia la existencia de una circula-
cion asintomatica del virus en las comunida-
des. Este hallazgo puede explicarse por la
presencia de inmunidad adquirida a los dife-
rentes electroferotipos circulantes; lo cual
previene la aparicion de diarrea aguda en los
casos de reinfeccion.

La prevalencia mensual de rotavirus va-
ri6 mes a mes con picos mayores de infeccion
en algunos meses del afio: diciembre de 1993;
enero, abril, noviembre y diciembre de 1994 y
enero de 1995. Algunos autores han reporta-
do esta variacion de la prevalencia mensual
de rotavirus y la han relacionado con factores
climaticos (12, 30, 10).

En las muestras provenientes de nifios
con y sin diarrea se observé un predominio
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de patrones largos sobre los cortos. Se han
presentado algunas epidemias donde predo-
mina el patron corto (1); pero la mayoria de
los trabajos realizados reportan un predomi-
nio del patron largo (32, 30, 18, 8, 19).

Se obtuvieron siete patrones electrofo-
réticos distintos, de los cuales cuatro fueron
patrones electroforéticos largos (L1, L2, L3y
L4), dos patrones cortos (C1y C2) y un patron
electroforético mezclado (M). La presencia
de mezclas electroferotipicas en un mismo
paciente sugiere la infecciéon simultanea del
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paciente con mas de una cepa de rotavirus. Se
ha sefialado que ambientes altamente conta-
minados como areas hospitalarias y altas
densidades de poblacién humana pueden fa-
cilitar la transmision de diversas cepas de ro-
tavirus (22). La aparicion de siete patrones
electroforéticos distintos evidencia la gran
variedad de cepas de rotavirus que circulan
en la poblacion objeto de estudio. La diversi-
dad de patrones electroforéticos que circulan
en una poblacion ha sido demostrada en nu-
merosos estudios (32, 18, 8, 19, 6). No esta
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claro como se genera la gran diversidad de
electroferotipos que circulan en una comu-
nidad en un mismo tiempo, se ha propuesto
(9) que la diversidad genética y antigénica
de los rotavirus humanos ha evolucionado
mediante: mutaciones puntuales del geno-
ma de ARN, formacion de reasociacion ge-
nética, introduccién de rotavirus animales
en poblaciones humanas, rearreglos del ge-
noma o una combinacién de los diversos
mecanismos.

Entre los siete patrones electroforéticos
distintos encontrados en nifios con diarrea, el
electroferotipo largo L3 fue detectado con
mayor frecuencia seguido por el electrofero-
tipo L4. En los nifios sin diarrea se determi-
naron solamente tres electroferotipos: L3, C1
y C2.Esta observaciéon concuerda con lo re-
portado por otros investigadores que afirman
que 1 6 2 patrones electroforéticos predomi-
nan en una comunidad en un periodo de
tiempo (25, 18, 19).

No se observo diferencias entre los elec-
troferotipos encontrados en nifos sin diarrea
y nifios con diarrea, sin embargo en varios es-
tudios se ha encontrado que las cepas que in-
fectan neonatos asintomaticos generalmente
tienen electroferotipos distintos de aquellos
que infectan a nifios mayores en la misma co-
munidad y al mismo tiempo (20, 29).

Los patrones L3 y L4 fueron los de ma-
yor frecuencia. En el periodo entre septiem-
bre de 1994 hasta febrero de 1995 predomi-
naron los patrones cortos C1 y C2 y entre
marzo de 1995 y junio de 1995 circuld un so6lo
patron electroferético L2. Algunos investiga-
dores sugieren que esta variacidon representa
un cambio en la inmunidad de la poblacién
en riesgo (32, 31).

Este estudio mostr6é que la prevalencia
mensual de rotavirus esta inversamente rela-
cionada con la temperatura media y la preci-
pitacion media. En los climas templados se
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ha observado una mayor frecuencia de infec-
cion por rotavirus durante los meses mas
frios y secos del ano (2, 17,7, 3, 15, 16). En tra-
bajos realizados en climas tropicales y sub-
tropicales no ha sido posible definir un pa-
tron de distribucion estacional de la infeccion
por rotavirus (12). Sin embargo, en otros es-
tudios, la temperatura ha sido considerada
como un factor determinante en la epidemio-
logia de la infeccion por rotavirus (32, 10, 30,
4, 24, 6, 14). El patron de distribucion tem-
poral y geografico de la infeccion por rotavi-
rus humanos ha llevado a sugerir que el aire
puede jugar un rol importante en la disemi-
nacion del agente infeccioso . Esto explica-
ria el aumento de la prevalencia durante la
estacion seca en los paises tropicales, cuan-
do la ausencia de precipitacion permitiria la
formacion de aerosoles que diseminarian el
virus.

Las diferencias en lo patrones estacio-
nales de distribucién de la prevalencia en cli-
mas templados y climas tropicales nos llevan
a pensar que quizas los factores climéaticos no
sean los tinicos que contribuyen a la distribu-
cion estacional de los rotavirus y que factores
del huésped como una mayor susceptibili-
dad, generada por la aparicion de nuevos
electroferotipos, también contribuya a la dis-
tribucion estacional de los rotavirus.
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