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I. INTRODUCCION



1) LA GASTROENTERITIS COMO PROBLEMA EN SALUD PUBLICA

La gastroenteritis se define comouna enfermedad carac
terizada por nauseas, vómitos, eólicos abdominales, diarrea
y, ocasionalmente, fiebre.

En muchos países del mundo, incluido el Hemisferio Occi
dental y, especialmente en los países en vías de desarrollo,
incluida la Argentina, la diarrea infantil constituye un im
portante problema sanitario en razón de su alta morbilidad y
mortalidad. Según datos, entre 1.000.000 de defunciones re
gistradas en niños menores de 5 años en América Latina,
250.000 se debieron a diarrea aguda (Informe OPS). La Tabla
1 nos muestra la mortalidad por enfermedades diarreicas en
tre niños menores de 5 años de edad en 15 ciudades de Améri
ca.

Hacia fines de 1970, las infecciones entéricas constitu
yeron una de las tres primeras causas de defunción en niños
menores de 1 año en 22 países de América. En 11 de estos
países, con una población equivalente al 69%de la pobla
ción total de 20 países analizados, dichas enfermedades o
riginaron más del 15%de todas las defunciones observadas an
tes del quinto mes de vida (OPS III 7° Reunión Especial Mi
nistros de Salud de las Américas, 1972).

La Investigación Interamericana de Mortalidad dn la Ni
ñez, realizada por la OPS, reveló que las tasas de mortali
dad fluctuaron de 22,2 a 11,9“ por 1.000 niños menores de 5
años, siendo dichas tasas muchomás elevadas en el primer a
ño de vida (Puffer y col., 1973).

Dichas infecciones presentan, en nuestro país, una eleva
da prevalencia con brotes epidémicos, siendo causa frecuen
te de severo padecimiento y con potencial riesgo de muerte,
afectando con mayor frecuencia a los sectores de nivel socio



económico más bajo de nuestra población. Está claro que,
tanto en nuestra población comoen la de otros paises, el
nivel socio-económico (manifestado por grado de contamina
ción de aguas para beber, adecuada depuración de aguas feca
les y correcta alimentación) determina una mayor susceptibi
lidad a esta infección.

La desnutrición y la infección cohabitan en un mismome
dio social; no es la desnutrición lo que induciría la sus
ceptibilidad a las infecciones, sino que la infección agra
va la desnutrición.

Esta interrelación, que puedecalificarse de sinérgica,
explica por qué en la Investigación Interamericana de la Mor
talidad en la Niñez se encontró que, en toda muestra estudia
da, la enfermedad diarreica fue la causa básica de muerte más
importante. Asimismo, se observó que la desnutrición figuraba
como causa asociada en el 60-81%de las defunciones por dia
rrea (OPSXIXDiscusiones Teónicas, 1975).
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Tasas por
1.000.000

Cigdad habitantes

San Sa1vador (E1 Salvador) 1.193,9
Recife (Brasii) 1.023,3
Resistencia (Ar entina) 687,6
La Paz (Bolivia? 653,5
Caïi (Coïombia) 504,9
Sao Pauio (Brasii) 492,4
Monterrey (México) 487,7
Medeïlin (Colombia) 446,9
Cartagena (Colombia) 375,6
Ribeirao Preto (Brasii) 283,8
Santiago (Chile) 253,6
San Juan (Argentina) 253,6
Kingston (Jamaica) 220,9
San Francisco (Estados
Unidos de América) 20,9
Sherbrooke (Canadá) 3,3

Tabla 1: Mortaiidad por enfermedades
diarreicas entre menores de

5 años de edad, 1968-1971,
en 15 ciudades de las Amé
ricas.

Puffer R.R._yC.V.Serrano Caracte
rísticas de la mortalidad en la
niñez, Publicación Cientifica de 1a
POSN°262, Washington, D.C.(1973),pág.
146.

1.1. MECANISMOS DE TRANSMISION

Las infecciones entéricas, tanto las de etiología com
probada comolas enteritis indiferenciadas, tienen mecanis
mos de transmisión comunes. Fuera de la intoxicación alimen

///...
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///...
taria, que se propaga de un modoparticular, esos mecanismos
dependen de la ingestión de excremento. Esta enfermedad tie
ne muchosmedios posibles de transmisión a través de las he
ces de procedencia humana o animal; de esta manera podemos
incluir, entre ellos, al agua, a los alimentos y a la leche,
a las moscas y otros insectos o bien al contacto directo (Cua
dro I).

I Persona a Persona o
Anima] a Persona

| Heces Humanas o Ánimales} 4% Eersonas |

II Vehiculo o Fuente Común

|Heces Humanaso Án1malesf-—1Aguao Alimentos kigPersonasÏ

Cuadro I: Mecanismosbásicos de 1a transmisión de las infecciones
entéricas.—

Debido a las causas antes dichas, se puede decir que el a
gente infeccioso que contienen los excrementos puede pasar a
su nuevo huésped ya sea, con escasa demora y recorriendo una
distancia pequeña, o con gran dilación y luego de un trayecto
largo.

Sin embargo, debe marcarse que pueden existir diferencias
según los tipos de distribución: las infecciones entéricas en
démicas y esporádicas se transmiten, sobre todo, por contacto
directo, es decir, de manosa boca, mientras que la transmi
sión indirecta se realiza a través de los objetos recién con
taminados con heces. Cuando los dedos no intervienen en el
contacto directo pueden propagar la infección contaminando
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los alimentos que tocan y, a veces, el agua almacenada en la
casa. En cambio, las infecciones entéricas epidemicas se o
riginan, por lo general, en una fuente comúny se propagan a
través del agua, la leche o los alimentos sólidos, y los bro
tes de la enfermedad aparecen y desaparecen bruscamente._

2) ETIOLOGIA DE LAS GASTROENTBRITIS

Ibsagentescausaleadela gastroenteritis puedeiser bacteria
nmovnaháümüwIIL

Bacterianas Virales

Salmonella Agente Norwalk
Shigella Rotavirus
Escherichia coli Adenovirs?
Estafilococo Coronavirus?
Vibrio cholerae CaliClvÍnuS?
Vibrio parahaemolyticus Minirotavírus?
Yersinia enterocolïtica
Campilobacter sp

Cuadro II: Etiología de las gastroenteri
tis agudas en niños.

2.1. LAS BACTBRIAS COMO CAUSA DE GASTROENTERITIS AGUDAS

Hasta la actualidad se han realizado notables progresos en
el conocimientode la gastroenteritis. Ciertos patógenos, ta
les comoSalmonella, Shigella, Escherichia coli enteropatóge
na han demostrado ser agentes causales de la gastroenteritis;
sin embargo, estos patógenos no se aíslan sino en un relati
yamgpte bajo porcentaje de pacientes, oscilando entre un 20 y
un 30%de los casos (López y col., 1975; De Torres, 1977;
Breitman y col., 1975).
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Estudios llevados a cabo en el Hospital de Niños de Bue
nos Aires"Ricardo Gutiérrez" han permitido observar que el
porcentaje de aislamientos bacterianos en niños con diarrea
aguda es, anualmente, semejante a lo descripto en lineas an
teriores, ocurriendo el mayorporcentaje de estos aislamien
tos durante 1os meses cálidos del año (Rubeglio y col., comu
nicación personal, 1979). Durante los meses fríos del año tan
sólo se obtiene de un 5 a un 15%de identificación bacteriana.

De los coprocultivos realizados en el Hospital de Niños de
Buenos Aires "Ricardo Gutiérrez" se obtuvo un total de 21%de
positivos. De este procentaje el 12%fue Escherichia coli, el
1.2% Salmonella, el 3%Shigella, el H%Klebsiela y el 0.3%
Proteus (Rubeglio y col., comunicación personal, 1979).

En 1961 Lubin, Girola y Grinstein realizan un estudio en
1092 niños menores de 2 años con diarrea, encontrándose que
Salmonella fue identificada en 12%de los niños, Escherichia
coli enteropatogénica en 9.5%, Shigella en 2%, y observándose
resultados negativos entre 71 y 80%de los niños con diarrea.

En estudios que permitirían comparar la identificación de
bacterias con las de nuestro medio, citaremos los realizados
en Caracas por Fossaert y col. (De Torres, comunicación per
sonal, 1977), quien encontró que el porcentaje de coprocul
tivos positivos durante el año 1972 en el Hospital de Caracas
era sólo del 22.5% con una mayor incidencia de Shigella 
-1u%—sobre Salmonella -7%- y Escherichia coli -7.5%-, y los
de Grunwith y col. (1977), quien observó en 1217 niños hospi
talizados con gastroenteritis en el Hospital de Niños de
Winnipeg, Canadá, únicamente un 25%de identificación de ger
menbacteriano, y de éstos, se identificaban 120 comoEscheri
chia coli enteropatogénica, 139 como Shigella y 24 como Sal
monella.
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Yersinia enterocolitica es un bacilo gramnegativo que pue
de ocasionar enterocolitis severas y, ocasionalmente, muerte.
Esta enfermedad es más frecuentemente descripta en los países
escandinavos y en otros países de Europa. Dado su poco conoci
miento hasta el presente,m=sepueden establecer consideracioneses
tadísticas que permitan compararla con la identificación con
otras bacterias (Gutmany col., 1973).

De los otros gérmenes bacterianos, capaces de producir gas
troenteritis, Estafilococo, Vibrio cholerae y Vibrio parahae
molyticus son excluidos de este análisis ya que sus hallazgos
en el diagnóstico rutinario de gastroenteritis practicado en
nuestro país no son frecuentes. Campilobacter sp está recién
siendo identificado en los Laboratorios de Bacteriología de
nuestro medio.

Bs importante destacar que, actualmente, se ha establecido,
a través de experiencias en animales, que los mecanismos pa
togénicos a través de los cuales las bacterias pueden inter
venir en la producción de diarrea son: a) invasión bacteria
na de las células epiteliales seguida de rápida multiplica
ción de bacterias que provocan la destrucción celular y la ul
ceración de la pared intestinal; b) producción, por algunas
bacterias, de una enterotoxina que origina lesión tisular lo
cal y disfunción celular; c) ambos procesos juntos (Du Pont y
col., 1971; Phillips, 1972; Blacklowy col., 1972).
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Patógeno Interacción bacteria- Mecanisnn Localización en
mucosaintestinal Qatogénico e] intestino

E.co]i Nohay invasión Producción de Intestino delgado
enterotoxina

Shigeiia Penetración intra- Infïamación de A1principio, intes
E.coii epiteiiai y mui- 1a mucosa con tino delgado; más

tipiicación destrucción tarde, colon

Salmonella Penetración com- Inflamación de Intestino delgado y
pieta de las cé- 1a lámina pro- colon
1u1as epiteiia- pia
les

Cuadro III: Patogenia de diarreas bacterianas por Ios gérmenes más comu
nes.

2.2. VIRUS COMOAGENTES CAUSALES DE LA GASTROENTERITIS

En vista del gran porcentaje de gastroenteritis en el cual
no se logró aislar ninguno de los patógenos reconocidos como
agentes causales de la diarrea, se ha sospechado, desde co
mienzos de la década de 19u0, de la etiología viral de la
gastroenteritis aguda.

2.2.1. PRIMEROS HALLAZGOS EXPERIMENTALBS

Hacia el año 1931 McLeansospecha del origen viral de bro
tes epidémicos de vómitos y dolor abdominal en la época de
invierno en niños de los Estados Unidos.

Bn 19u3 Light y Hodes logran, con cierto éxito, producir
diarrea en gatos y terneros a los que se les administró fil
trado de heces libres de bacterias provenientes de un brote
de diarrea ocurrido en salas para recién nacidos en Baltimore,
Maryland, E.U.A.
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Reimanny col.(19u5) producen ingestiones, en voluntarios,
de filtrados de suspensiones fecales y de lavados faríngeos,
anunciando haber producido la enfermedad.

En 19H7Gordon y col.transmiten diarrea aguda a volunta
rios utilizando, a tal fin, filtrados de heces libres de bac
terias obtenidos de un brote ocurrido en el Hospital de Marcy
State de NuevaYork. Estos filtrados eran efectivos cuando su
ingestión se realizaba por boca, pero no cuando eran inhala
dos comoaerosol. Esta infección demostró ser efectiva duran
te sucesivos pasajes; una vez recobrados de la enfermedad ex
perimental, los voluntarios no podian ser reinfectados. Lla
maron a su agente cepa "Marcy".

Estudios similares fueron llevados a cabo al mismotiempo
en Japón, cuyos investigadores lograron producir un inóculo
que causaba gastroenteritis aún luego de varios pasajes a tra
vés de voluntarios. Este supuesto "virus" fue llamado cepa
"Niigata" (Kojimay col., 19u8).

En 1953 Jordan, Gordon y Dorrance hacen experimentos igua
les a los de Gordon y Kojima, pero con el agente causal de la
gastroenteritis, en familias de Cleveland. Este agente, llama
do cepa "FS", producía, a diferencia de lo que no ocurría con
la "Marcy", fiebre. Los voluntarios que habían sido infecta
dos con cepa "Marcy" no presentaban reacción cruzada con la
cepa "FS", por tanto, eran sensibles a su ataque.

En base a estos hallazgos se estableció que existían dos
virus productores de diarrea, ambosinfecciosos para los vo
luntarios, pero difiriendo, serológicamente, en el tiempo de
incubación y en la severidad de la enfermedad.

Seis agentes infecciosos, las cepas "Marcy", "Niigata" y o
tras cuatro obtenidas de diversas regiones del Japón, fueron
estudiadas para observar posibles reacciones cruzadas entre e
llas. Los voluntarios fueron inoculados con la cepa "Marcy" o
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con algunas de las cuatro distintas no clasificadas recibien
do, a los H9 días, una reinoculación con la cepa "Niigata";
los resultados mostraron que no existía una nueva enfermedad
con el segundo inóculo sugiriendo una relación antigénica
entre estos seis agentes (Kojima y col., 19H8; Fukumiy col.,
1957). Debido a la imposibilidad de identificar el agente o
de realizar su cultivo, pronto se abandonó el estudio de estos
inóculos. Desde entonces se acumularon sucesivas evidencias
que tratan de relacionar a los virus con la gastroenteritis,
tanto la epidémica comola esporádica.

En 1958 RamosAlvarez y Sabin reportan la asociación de
ECHO6,7 y H con diarrea aguda, estudios que son ampliados por
RamosAlvarez y col.(196u) y por Yowy col.(1970).—

En varios trabajos también se ha considerado el rol del vi
rus Coksakie en la gastroenteritis (Behbehani y col., 1969;
Pelon y col., 1966; Bhatia, 1970).

Bn la mayoría de estos estudios se obtenían aislamientos de
un 20 a un 50%; sin embargo, los controles presentaban valores
de identificación de virus mayores del 20% (RamónAlvarez y
col., 1958); Behbehani y col., 1966; Yowy col., 1970). En es
tudios de países subdesarrollados los virus entéricos fueron
identificados en un 80%de los niños con diarrea; sin embargo,
H0a 80%de los controles excretaban virus similares (Pelon,
1966; Parks y col., 1967). Dada la falta de una clara asocia
ción diarrea-virus, se eliminó parcialmente un rol de impor
tancia de virus tipo Coksakie y ECHOde las gastroenteritis.
No obstante, y debido a presentes evidencias aunque no muynu
merosas, se presta aún a dudas el rol de ciertos virus en es
ta patogenia: Adenovirus y Coronavirus; por tal razón, estos
virus presentarán un pequeñoanálisis especial en el desarro
llo de este capítulo.
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2.2.2. AGENTES DEL GRUPO DE "NORWALK"

Antes del verano de 1972 no existía un virus que pudiera
ser implicado comoun agente etiológico importante de la gas
troenteritis pero, a partir de dicha fecha, grupos de agen
tes virales fueron identificados comocausas reales de-la gas
troenteritis agudano bacteriana.

En el primer grupo de virus descubierto encontramos, como
prototipo, el agente de "Norwalk", quizás el más estudiado de
este grupo, y su hallazgo se debe a un brote de gastroenteri
tis originado en una escuela pública de Norwalk, Ohio, en 1968,
observándose, en aquella ocasión, una dispersión de este agen
te en la comunidad en un porcentaje mayor del 50%; existió u
na agresión secundaria del agente en un 32%de los contactos
familiares (Adler y col., 1969). Tanto adultos comoniños fue
ron afectados y la enfermedad presentó un promedio de duración
de 2h a H8 horas.

Bn 1971 Dolin y col.logran reproducir esta enfermedad en
voluntarios que ingieren filtrados libres de bacterias. Dosde
cada tres voluntarios resultan afectados en un período no ma
yor de “8 horas.

En 1972 Kapikian y col.logran caracterizar estas partículas
como de un tamaño de 27 nm, visualizado mediante Inmunoelectro
microscopía (realizada con suero convalesciente de un volunta
rio infectado, mezcladocon extractos filtrados de heces li
bres de bacterias).- l

Dadas sus características epidemiológicas, se ha llamado a
la gastroenteritis por este germencomo"Gastroenteritis Viral
Epidémica", ya que, usualmente, ocurre en familias y comunida
des y alcanza a adultos, niños en edad escolar, contactos fa
miliares y, en algunos casos, niños muypequeños.

Es detalle importante de mencionar el que estos virus no
son cultivables en ninguno de los sistemas celulares explorados
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hasta la actualidad, lo que nos permitiría explicar por qué
no fueron identificados anteriormente. Las características
clínicas duran entre 2My ua horas y, generalmente, no se ha
requerido administración de fluído vía parenteral en los pa
cientes.

Partículas similares a las de "Norwalk" fueron observadas
por Inmunoelectromicroscopía en filtrados de heces de dos fa
milias que habían padecido una epidemia de gastroenteritis;
una fue observada en Hawaii; la otra, en el condado de Mont
gomery (MC), Maryland (Thornhill y col., 1977). Realizando
reacciones cruzadas por Inmunoelectromicroscopía, los agentes
"Hawaii" y "Norwalk" mostraron que eran diferentes: "Norwalk"
y "MC"estaban relacionados, y con "Hawaii" y "MC"los resul
tados eran poco convincentes (Kapikian y col., 1972; Wyatt y
col., 1975; Thornhill y col., 1977).

Existen descripciones de otros agentes morfológicamente
parecidos al agente de "Norwalk"; uno de ellos fue descripto
luego de una epidemia de gastroenteritis ocurrida en una es
cuela primaria de Ditchling, Inglaterra, donde el 2H%de los
estudiantes y profesores contrajeron la enfermedad. La otra
se describe luego de que un voluntario contrae gastroenteritis
por ingestión de filtrado de heces de un niño quien, junto con
el 25%de la población de su escuela, es afectado por una e
pidemia de diarrea. Este nuevo agente se describió como "W"
(Appleton y col., 1977; Clarke y col., 1972).

Posteriores investigaciones llevarían a establecer que exis
ten, por lo menos, cinco agentes asociados con una forma de
gastroenteritis epidémicaleve.

Debemosmencionar que todas esta partículas presentan, en
general, similares características bioquímicas: morfología,
densidad de flotación en gradiente de cloruro de cesio (1.37 a
1.u1 g/cm3), "Norwalk" y "W"son éter estables, todas son in ///...
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///...
fectivas luego de calentamiento a 60°C por 30‘ y estables a
pHHdurante 3 horas a temperatura ambiente (Kapikian y col.,
197M;Dolin y col., 1972; Thornhill y col., 1977; Appleton
y col., 1972).

Tales características de este grupo han llevado a sugerir
lo como"parvovirus-like agents", aunque su definitiva clasi
ficación llegará el día en que se logre desarrollar su pro
pagación en cultivos celulares.

2.2.3. ROTAVIRUS Y GASTROBNTBRITIS

2.2.3.1. CONSIDERACIONESCLINICAS Y EPIDEMIOLÓGICAS

En 1973 Bishop y col., examinando biopsias de duodeno de
niños con gastroenteritis, reportaron que seis de los nueve
casos estudiados presentaban gran número de partículas vira
les en las células epiteliales. La presencia de estas partí
culas virales coincidía con anormalidades histiológicas y de
presiones en el nivel de las disacaridasas; luego de la recu
peración de estos niños se restablecía la pared celular del
duodeno y no se observaba virus.

Dada la morfología, tamaño y ubicación, el virus observa
do fue descripto como un orbivirus, un grupo de virus RNA
doble capside donde se incluyen, entre otros, aquellos que
producen la fiebre hemorrágica de la oveja y la enfermedad
del caballo africano. Bishop lo relaciona con el virus BDIM
(Banfield y col., 1968) o virus de la diarrea epizoótica del
ratón infante (epizootic diarrhea of infant mice). Posterior
mente, estos mismos autores confirman los hallazgos pero me
diante el examendirecto de heces clarificadas (Bishop y col.,
197M;Davidson y col., 1975). Diversos investigadores en otros
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países confirman más tarde estos hallazgos (Flewet y col.,
1974; Kapikian y col., 197M; Middleton y col., 197M). A par
tir de éstos se establece que este virus está asociado con
diarrea en humanos.?Sucesivos investigadores lo denominan en
forma variada, incluyéndose los nombres Orbivirus (Middleton
y col., 1974), Reovirus-"like agent" (Kapikian y col., 197M),
Duovirus (Davidson y col., 1975) y Rotavirus (Bryden y col.,
1975; Esparza y col., 1977). Nuestro término para este virus
será el de "Rotavirus" por ser éste el de mayor popularidad.

Bl término rotavirus deriva del término latino "rueda", y
se lo ha sugerido debido a que la cápside externa presenta u
na definida forma circular, lo que le da su apariencia de llan
ta de una rueda con rayos que parten del centro del eje (Fle
wet y col., 1974; Flewet, 1976).

A partir de 1975 se detecta y reporta la presencia de ro
tavirus en numerosos lugares del mundo: Venezuela (Esparza y
col., 1977), Brasil (Baldacci y col., 1979), Sud Africa (Shoub
y col., 1975), Japón (Konnoy col., 1977), Argentina (Lombar
di y col., 1975; Muchinik y col., 1979). En todos estos repor
tes se encontró a los rotavirus asociados a un alto porcenta
je de cuadros diarreicos y, sólo ocasionalmente, en controles
sanos. A partir de los datos presentados hasta la actualidad,
está claro que LOS ROTAVIRUS SONi PROBABLBMBNTB,LOS AGENTES

VIRALBS DE LA GASTROBNTERITIS INFANTIL, aunque aún no se ha
descartado plenamente la posibilidad de que otros virus ten
gan un papel de importancia en dicha enfermedad. En los países
donde se ha estudiado, los rotavirus se ha asociado a diarreas
en niños de 1 mes a 5 años de vida, aunque se han descripto
casos en el período neonatal.

En la mayoría de los estudios realizados por períodos anua
les se ha observado, en este virus, una marcada variación es
tacional, con aislamientos de hasta un 90%en los meses fríos
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del año, y una disminución de hasta un 20% en los meses cá
lidos (Birch y col., 1977; Konnoy col., 1978). En dichos
estudios o en otros se ha visto que, aproximadamente el 50%
de todos los niños hospitalizados con gastroenteritis, pre
sentaban evidencia de infección por rotavirus (Schreiber y
col., 1977; De Torres y col., 1978). Para este virus se ha
descripto un tiempo de incubación de #8 horas y una dura
ción de la diarrea de 5 a 8 días (GómezBarreto y col., 1976;
Tufvesson y col., 1976), pudiéndose aislar de las heces de
niños hasta 6 días después de la aparición de la enfermedad.

Diarrea es el síntoma clínico clásico por el cual esta en
fermedad es reconocida y, por definición, se la ha observado
en la mayoría de los pacientes. Puede haber vómitos precedien
do o concomitantemente con la diarrea y, en general, se ha ob
servado fiebre en el 50 a 60%de los casos (Delage y col.,
1978). En todos los pacientes se observa daño de la mucosa del
duodenoy las disacaridasas se encuentran disminuidas en la
mayoría de ellos (Davidson y Barnes, 1979).

Se han descripto casos fatales por rotavirus (Carlson y
col., 1978). Existen evidencias que parecerïan indicar que,
en recién nacidos, ocurren infecciones endémicas asintomáti
cas, donde los niños se infectan tempranamente, a veces al 3°
día de vida, con aislamiento de virus en heces pero con nin
guna sintomatología de las observadas en niños mayores (Chrys
tie y col., 1978).

Se ha encontrado una inexplicable relación 3:2, hombre-mu
jer, en los niños internados con gastroenteritis aguda por
rotavirus. Se presume que la transmisión de este virus es per
sona-persona por la vía feco oral, suponiéndose que los pa
dres u otros hermanos serían los responsables de esta infec
ción debido a que, en ellos, sucederían infecciones subclïni
cas o manifestaciones clínicas mínimas, que se presume son el



resultado de una resistencia inducida por previa experiencia
al virus (Wenmany col., 1979) e, inclusive, se ha llegado a
demostrar infección en el 62%de familias donde alguno de sus
niños habia tenido infección por rotavirus (Hangy qpl.,1978).

Rotavirus también ha sido hallado en diversos animales:ra—
tón recién nacido, oveja, conejo, mono, cerdo, potrillo, ve
nado y ternero. La búsqueda de células para realizar cultivo
de tejidos de rotavirus obtenido de estos animales ha sido,
en su mayoría, infructuosa, a excepción de la del ternero.

El rotavirus de ternero ha recibido, originalmente, elnom
bre de "Nebraska calf-diarrhea virus", dado que fue éste el
primer animal en que fue individualizado e, inclusive, ante
rior a su hallazgo en el hombre (Mebus y col., 1969). Su cul
tivo en células ha sido perfectamente adaptado utilizando las
provenientes de riñón de embrión de ternero; esto ha permiti
do al investigador obtener ciertos adelantos en sus investi
gaciones. Ademásde su identidad morfológica, los rotavirus
provenientes de diversos animales y el humanocomparten cier
tos antígenos; la interrelación animal-humanomas importante
es la existente entre Nebraska calf-diarrhea virus (NCDV)y
rotavirus humano(Flewet y col., 1974); esta considerable im
portancia proviene de que, gracias a la adaptabilidad deNCDV
en cultivo de tejidos, se ha podido elaborar gran cantidad de
antígeno que se utiliza para reacciones de Fijación de Com
plemento y, por lo tanto, realizar estudios epidemiológicos
con humanos, de los cuales aún no se logrado cultivo de teji
dos.

Al igual que toda infección por germen, la producida por
rotavirus va seguida de conversión serológica. Esta ha sido
medida por: Inmunoelectromicroscopía (IBM) (Kapikian y col.,
197M),Inmunofluorescencia Indirecta (II) (Flewet y col.,1974),
neutralización en cultivo de tejidos (NCT)(Flewet y col.,
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197M),test de precipitinas fluorescentes (TPF) (Peterson y
col., 1976), Fijación de Complemento(FC) (Kapikian y col.,
197M;Tufvesson y col., 1976), Contrainmunoelectroforesis
Discontinua (CIED) (Middleton y col., 1976; Tufvesson y col.,
1976) y ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) (Scherrea
y col., 1977). De todas estas técnicas la más usada y dispo
nible es la de Fijación de Complementoutilizando comoantí
geno ya sea extractos de concentrados de heces de rotavirus
humano, o concentrados de virus de Nebraska calf-diarrhea
virus crecido en cultivo de células; este último sistema de
cultivo es el más utilizado (Kapikian y col., 1975). Median
te la técnica de FC, Gust y col.(1977) han mostrado aumento
del título de anticuerpos entre H y 6 semanas posteriores a
la aparición de los primeros síntomas clínicos, y no obser
varon alteración significativa de los títulos luego de 1 ó
2 años. La conversión serológica asociada a la enfermedad es
un criterio que confirmará la asociación etiológica rotavi
rus-diarrea.

Mas, experiencias en animales que cumplen los postulados
de Kochhan sido una fuerte evidencia en el papel etiológi
co de este virus. Terneros gnotobióticos recién nacidos ino
culados oralmente con rotavirus humanodesarrollan la enfer
medadentre 2 y 7 días después de la inoculación; los rota
virus pueden entonces ser observados en las heces y reprodu
cen la enfermedad en pasajes seriados (Mebus y col., 197M;
Mebusy col., 1976).

Desde comienzos de sus estudios los investigadores han u
tilizado el microscopio electráfitx>como forma de diagnosti
car rotavirus en heces de niños (Flewet y col., 1976; Birch
y col., 1977); sin embargo, se han descripto técnicas que
son tan sensibles como el MEy de mayor practicidad para es
tudios epidemiológicos ; inclusive, algunas de ellas pueden
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ser utilizadas en laboratorios de escasos recursos. La Tabla
2 nos muestra los métodos disponibles para el diagnóstico de
rotavirus y su practicidad.

METODO EFICIENCIA* PRACTICIDAD PARA ESTU

DIOS EPIDEMIOLOGICOS

(considerando 4+ como

eficiente)

Microscopía Electrónica 4+ 1+
Inmunoelectromicroscopia 4+ (1+
Cultivo de células (efecto citopático) <1+ 2—3+
Cultivo de células (con Inmunofluores
cencia) 1+ <J+
Cultivo de células (con ME) <fl+ <1+
Difusión en ge] 1+ 4+
Radioinmunoensayo 4+ 3_4+
Contrainmunoe]ectroforesis 3-4+ 4+
ELISA 4+ 4+
Fijación de Complemento 1+ 4+

Tabla 2: Eficiencia y practicidad de los métodos disponibles para detec
ción de rotavirus humanoobtenido de heces.

* De una escala de 1+ a 4+, 1+ indica bajo grado de eficiencia
o practicidad, y 4+ indica alto grado de eficiencia o prac
ticidad.

De las técnicas descriptas en la Tabla 2, las más utilizadas
en la actualidad han sido, quizás por su fácil implementación,
ELISA(Yolken y col., 1977) y Contrainmunoelectroforesis Dis
continua (Middleton y col., 1976). Existen trabajos que han com
parado la eficiencia de ELISAy CIEDcon la del microscopio e
lectrónico, obteniéndoseresultados altamente satisfactorios
(Tufvesson y col., 1976).

ELISAes una reacción de tipo enzimático y, por tanto, pre
senta alta sensibilidad, mientras que CIBDes una reacción de
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difusión en un gel de agarosa aumentada por una corriente eléc
trica; ambosmétodos permiten diagnósticos en pocas horas, he
cho que los ha llevado a ser utilizados en hospitales comoru
tina. En el Hospital de Niños de Buenos Aires "Ricardo Gutié
rrez" se implementó la 9122 para este trabajo, comparándosela
con la Microscopía Electrónica y obteniéndose resultados alta
mente confiables que han llevado al médico pediatra a asumir
esta técnica comouna excelente forma de diagnóstico de esta
enfermedad (Muchinik y col., 1978).

A partir de las reacciones serológicas, Yolken y col.(1978)
y Zissis y Lambert (1978) han llegado a determinar la presencia
de dos serotipos de rotavirus; el primero, mediante un estudio
de H1“niños con gastroenteritis provenientes de diferentes re
giones del mundo, empleando la técnica de ELISA, y el segundo
mediante FC. Estos serotipos han recibido el nombre de tipo I
y tipo II. A partir del estudio de Yolken y col.(1978) se ha
establecido que las infecciones por tipo II son predominantes
sobre aquéllas por tipo I. Este postulado de mayor virulencia
de un serotipo de rotavirus es similar a lo propuesto por Mel
nick (1976) con poliovirus, donde el tipo I excede a los tipos
II y III en su neuropatogenicidad.

Las infecciones por un serotipo no dan inmunidad frente a un
ataque del otro, hecho que ha sido comprobadopor aislamiento
e identificación de los distintos tipos de rotavirus en infec
ciones sequenciales de niños.

Análisis de las heces de niños recién nacidos asintomáticos
para rotavirus han demostrado la presencia del tipo II; esto
plantearía un aspecto fascinante de la epidemiología de rotavi
rus: por qué el tipo II, asintomático en recién nacidos, es más
patogénico que el tipo I en niños más grandes.

Nose han observado variaciones estadísticas significativas
entre la aparición de los tipos I y II en los períodos anuales
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y en las distintas edades.
Espejo y col.,(1977) describen la presencia de tipos distin

tos de rotavirus mediante el análisis de los patrones de corri
da electroforética del RNA.

De los trabajos de Yolken y col.(1978) e Inglis y col.(1978)
se ha demostrado que el calostro humanocontiene una significa
tiva concentración de anticuerpos contra rotavirus y, específi
camente, IgA secretoria. El nivel de anticuerpos en calostro no
se correlaciona con el detectable en la circulación, es decir,
es independiente.

Este anticuerpo específico se ha observado hasta 5 meses pos
teriores al parto (Cukory col., 1979).

Larsen y Holmer (1978) estudiaron durante 2 años a 107 niños
menores de 12 meses internados con gastroenteritis, observando
que sólo uno era alimentado con leche materna en el momento de
admisión; H0 de estos niños eran menores de 6 meses, de lo que
queda establecida la importancia del rol de la alimentación ma
terna en niños pequeños.

Lo establecido aquí con respecto a infecciones por rotavirus
y leche materna es, por lo pronto, cierto para otras tantas in
fecciones. Se ha dicho que calostro y leche humanatransfieren
una inmunidad específica a las superficies de la mucosa exter
na del intestino y, posiblemente,_al tracto respiratoriOndel re
cién nacido. Esta inmunidadpasiva adquirida es importante,tal
comovimos recientemente, en el período neonatal, en el cualel
sistema inmunesecretorio está pobrementedesarrollado (Pittard
1979).

El calostro humanocontiene linfocitos T y B, macrófagos y
la mayoría de las inmunoglobulinas, pero el mayor volumen de e
llas corresponde a la IgA secretoria (11s). Se ha sugerido que
la actividad de la IgA encontrada en la glándula mamaria y ca
lostro deriva del tejido linfoide del intestino (Tomasiy col.,

)
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1968; Goldblumy col., 1975).
En estas últimas líneas he querido destacar el rol de im

portancia que juega una buena alimentación materna en las in
fecciones de niños menores de 6 meses. Esta alimentación es
la que hará variar los resultados epidemiológicos en la bús
queda de rotavirus; en general, comose verá más adelante, los
niños menores de 6 meses incluidos en este estudio presentaban
una alimentación deficiente o no por leche materna.

2.2.3.2. ASPECTOS MOLECULARESDE ROTAVIRUS

2.2.3.2.a. MORFOLOGIA

Mediante el uso del microscopio electrónico, rotavirus ha
podido ser caracterizado morfológicamente comoun virus de do
ble cápside (inner shell, outer shell). Para la cápside exter
na se ha descripto un diámetro aproximado de 70 nm y, para la
interna, uno de 55 nm (Mathan y col., 1977). Mediante ultra
centrifugación en gradientes de cloruro de cesio se han iden
tificado dos bandas: la primera, que correspondería al virus
completo, bandea a 1.36 g/ml. mientras que la otra, correspon
diente al virus completo, se observa a 1.38 g/ml (Elias,1977).

Esparza y Gil (1978) proponen que la cápside interna es una
estructura icosaédrica regular donde cada cara del icosaedro
está'formada por 16 unidades morfológicas (Fig.1, Foto 1). En
este modelo se forman dos tipos de agujeros: agujeros rodea
dos por cinco unidades morfológicas que siempre se ubican en
los vértices (Pig.2, Foto 2), y agujeros formados por seis u
nidades morfológicas (Fig.1, Foto 1). Además, se puede ver que,
luego de un pentámero hay, siempre, tres agujeros localizados
en cada uno de los ejes del virión que se distinguen comofor
mados por seis unidades morfológicas (Foto 1, Foto 2). Las u

///...
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///...
nidades morfológicas estarían organizadas de tal manera que,
dos de ellas están siempre compartiéndose con cada uno de los
agujeros vecinos. El compartir unidades morfológicas ha sido
descripto también para reovirus (Vásquez y Tournier, 196M;Ama
no y col., 1971), y parecería ser un rasgo único entre los vi
rus icosaédricos animales.

El análisis les ha llevado a establecer 162 cavidades for
madas por un arreglo icosaédrico de 320 unidades morfológicas
que le darían un patrón característico de T=16. El análisis de
las unidades les mostró que éstas se presentaban comoestruc
turas triméricas dando un total de 960 unidades estructurales
o protómeros por virión.

Para su cápside externa plantean una simetría similar a la
observada en la cápside interna. Sin embargo, recientemente y,
en desacuerdo con estos resultados, Roseto y col.(1979), uti
lizando la técnica de "Freeze Drying", encuentran un patrón ca
racterístico de T=13, lo que les daría 132 agujeros. Además,de
muestran que la cápside externa exhibe una estructura rugosa,
perforada en su superficie por pequeños "agujeros" que se co
rresponden uno a uno con los de la cápside interna.

Se ha demostrado que las relaciones antigénicas entre rota
virus de distintas especies animales están mediadas por un an
tígeno o antígenos de la cápside interna del virus (Mathan y
col., 1977), aunque su infectividad reside en el virión comple
to, cápside interna y externa (Elías, 1977).



Figura 1: Dibujo esquemático de Modelo, de Esparza, to
mado desde el eje de 5 pliegues de Foto 1.
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Foto 1: Modelode ultraestructura de rotavirus humano,
propuesto por Esparza y Gil (1978), visto des
de el eje de 5 pliegues (five—fold axes).—
Foto tomada en la Laboratorio del Dr.Esparza
(I.V.I.C., Instituto Venezolanode Investiga
ciones Científicas, Caracas, Venezuela, 1978).



32

Figura 2: Dibujo esquemático de Modelo, de Esparza, to
mado desde el eje de 3 pliegues de Foto 2.



Foto 2: Modelode ultraestructura de rotavirus humano,
propuesto por Esparza y Gil (1978), visto des
de el eje de 3 pliegues (three-fold axes).
Foto tomada en el Laboratorio del Dr.Esparza
(I.V.I.C., Instituto Venezolanode Investiga
ciones Científicas, Caracas, Venezuela, 1978).
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2.2.3.2.b. PROTBINAS

Mediante el uso de geles de poliacrilamida, se han obser
vado polipéfitidos en rotavirus humanos, los que estarian dis
puestos: cinco en la cápside interna y tres en la externa.
Por tinción ácida de Schiff, se ha visto que los componentes
mayores de la cápside externa están glicolizados (Rodger y
col., 1977).

Ian Holmes (1975) ha postulado que estas glicoproteinas
pueden tener un rol de importancia en el gobierno de la infec
tividad del virus.

Para rotavirus de otras especies animales, entre ellas, el
ternero, se han observado nueve polipéptidos, los que esta
rían ubicados: cinco en la cápside interna y cuatro en la ex
terna, estando el componentemayor de la cápside externa gli
colizado.

HUMANO TERNERO

Cápside int. Cañside ext. Cañside int. Cápside ext.

127.000 131.000
103.000 103.000
97.000 97.000
88.000 92.000

58.000 58.000
32.000 32.000

26.000 glicoli- 22.000 glicolizada
21.000 zadas 16.500

14.500

Tabla 3: Pesos moleculares estimados para polipéptidos de rota
virus humanoy de ternero, y su localización en la do
ble cápside según Rodger, Schnagl y Holmes. J.Virol.1:
91-97, 1977.
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2.2.3.2.c. RNA

Estudios bioquímicos de Schnagl y Holmes (1976) llevados a
cabo en Australia, y de Obijeski y Martín (1977) en B.U.A.han3
llevado a establecer que el genoma de rotavirus es RNAde do
ble cadena formado por once segmentos con un peso molecular
total aproximado de 1Mx 10 daltons. El mayor de los segmen
tos correspondería a un peso molecular aproximado de 2.0“ x 106

6 daltons (Neuman ydaltons, y los más pequeños a 0.23 x 10
col., 1975; Schnagl y_Holmes, 1976) (Tabla H).

Análisis del RNAgenómico de rotavirus de pacientes en ge
les de agarosa han mostrado diferencias en sus patrones de co
rrida; esto podría deberse, según los autores, a diferencias
de serotipos entre ellos (Espejo y col., 1977).

Se ha demostrado actividad de polimerasa en rotavirus en
seis pacientes con gastroenteritis mientras que, en controles,
su búsqueda fue negativa (Hruska y col., 1978); esto está de
acuerdo con la Biología Molecular del virus, ya que es sabido
que todos los virus RNAde doble cadena inician el ciclo re
plicativo con una polimerasa codificada por el virión.
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Tabla 4: Pesos nnïecuïares es

timados para los seg

mentos de] genoma de

rotavirus según Schn
age] y Hoïmes. J.Vi
ro].19: 267-270,1976.

2.2.H. OTROS VIRUS ASOCIADOS CON GASTROBNTBRITIS

2.2.4.1. ADENOVIRUS

En la mayoría de los trabajos realizados mediante ME, en
los cuales se analizaron las heces de niños con gastroenteri
tis, adenovirus fue observado en un porcentaje de 5 a 15%
(Middleton y col.,1977; Esparza y col., 1977; McLeany col.,
1977), y esto indicaría que este virus no juega un rol de im
portancia comocausa de la gastroenteritis; sin embargo, exis
ten evidencias que no permiten descartarlo comoagente causal
de esta enfermedad.

En 1975 Flewet y col. encuentran un alto porcentaje de ade
novirus en_heces de niños que concurren a una guardería y que
presentan señas de diarrea aguda mientras que no es indivi
dualizado en 13 niños sanos.



37

En 1979 Richmond y col.describen una pequeña epidemia en
niños de una estación militar y aislan adenovirus comoúni
co germen en 17 de 24 niños. Tanto los datos de Flewet y
Richmondcomo los de otros investigadores (Schoub y col.,
1975) pueden establecer un factor de evidencia de que
los adenovirus pueden causar gastroenteritis. Sin embargo,
los hallazgos que han llevado a estasexpectativas son esca
sos y aislados; además, debe tenerse en cuenta el bajo nú
mero de aislamientos hechos en otros trabajos -5-15%-, en
la mayoría de los cuales no se efectuaron adecuados contro
les que permitiesen establecer diferencias-significativas
entre grupos de enfermos y control. Un dato importante es
que los adenovirus implicados en las gastroenteritis, a di
ferencia de los otros, no han podido ser cultivados en li
neas celulares.

2.2.H.2. CORONAVIRUS

Los coronavirus son conocidos comoagentes etiológicos de
gastroenteritis en animales; Tojima (1970) lo describe para
cerdos y Stair y col.(1972) para terneros.

Bn 1975 Caul, Paver y Clarke encuentran particulas de co
ronavirus en heces de niños y adultos con diarrea, en la ciu
dad de Bristol. Similares hallazgos son reportados por Ma
than y col.en India (1975).

Por otra parte, Holmes (comunicación personal, 1978) de
muestra que coronavirus son los agentes más frecuentemente
observados en ciertas poblaciones aborígenes de Australia.

Bl resto de la bibliografia presenta los hallazgos de es
te virus comohechos casuales y no lo interrelaciona con
diarrea por lo tanto, el papel de los coronavirus comoagen
te etiológico de las gastroenteritis, es discutido, aunque
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no ha sido profundamente evaluado aún.

2.2.U.3. "PEQUEÑOS" VIRUS

Existen reportes aislados que identifican a "pequeños"
virus en diarreas. La mayoría de estas partículas no son po
sibles de cultivar en células u órganos y, por tanto, deben
realizarse estudios muy severos mediante MEe IBMque per
mitan a personas bien entrenadas visualizarlas. Algunas de
estas partículas han mostrado características morfológicas
que permiten realizar una primera clasificación basada en
la ME;de esta manera, estos "pequeños" virus han sido lla
mados: Minirotavirus, Calicivirus (Spratt y col., 1978), As
trovirus, Picorna-Parvovirus (Middleton y col., 1977). La a
sociación de estos "pequeños" virus con diarrea no ha sido
establecida pues, además de ser identificados en un menor
porcentaje de casos, también aparecen frecuentemente en los
controles sanos.



II. MATERIALES Y METODOS
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3) PACIENTES Y MUESTRAS

Desde Agosto de 1978 hasta Enero de 1980 se estudiaron las he
ces de 180 niños internados en la Unidad 8 del Hospital de Niños
de Buenos Aires "Ricardo Gutiérrez" con cuadro clínico de gastro
enteritis; sus edades oscilaban de 0 a 5 años.

Entre Enero y Diciembre de 1979 se estudió un grupo control de
120 niños sanos.

En ambos casos se tomó a cada niño una muestra de 2 a 10 g de
heces. Todas las muestras fueron enviadas inmediatamente al Labo
ratorio de Virología, donde se las colocó a L2O°Chasta su estu
dio.

De los niños internados en la Unidad 8 las heces fueron toma
das en un período no mayor de H8 hs.luego de la internación. La
materia fecal que no cumplía este requisito era eliminada de es
te estudio. Las heces de los niños sanos e internados fueron es
tudiadas simultáneamente por CIBDy por MB.

Además, de 90 niños del primer grupo, se obtuvo una muestra de
suero de aproximadamente SÏ 0.5 cc.; esta muestra de sangre fue
tomada -simuitáneamente con las heces; 8 días después de su in
ternación o en el momentodel alta se obtuvo una nueva muestra de
sangre.

Al grupo de niños con gastroenteritis se le confeccionó una
breve historia clínica, cuyo modelose adjunta.Esta ficha, una
por cada niño, trató de enfocar todas las características clíni
cas y de laboratorio que consideré debían tenerse en cuenta en
casos de niños con diarreas agudas al momentode su internación.
Los datos que posteriormente se consideraron importantes fueron
obtenidos del análisis de la historia clinica del niño archivada
en el Servicio de Historias Clínicas del Hospital.

De cada niño del grupo internado con gastroenteritis se tomó,
además, un hisopado de heces que se colocó en medio de transporte
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"Stuart", el cual fue conservado a temperatura ambiente y lleva
do al Laboratorio para su análisis bacteriológico dentro de las
3 hs.de su toma.

3.1. ESTUDIOS FAMILIARES

De dos pacientes con hallazgos de rotavirus positivo fue po
sible establecer contacto con los familiares inmediatamente. Al
grupo que convivía con el paciente se le tomó una muestra de he
ces y dos muestras de sangre, con diferencia de 1 mes entre cada
una de ellas, para estudio virológico. Estas muestras fueron en
viadas al Laboratorio y procesadas de manera igual a la expuesta
en el punto anterior.

3.2. ESTUDIOS DE CALOSTRO

Comocontribución a este estudio, del Dr.Alberto Díaz (Labora-‘
torios Inmunoquemia S.A., Barcena 15MB,Buenos Aires, Argentina)
se obtuvieron 30 muestras de calostros humanosde distintas pa
cientes internadas en diversas clínicas de BuenosAires.

Para la detección de anticuerpos antirotavirus en calostro se
empleó la técnica de CIBD(Cook y col., 1978).

3.3. INVESTIGACION DE ROTAVIRUS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA (ME)

La detección de rotavirus por Microscopía Electrónica (ME)se
realizó mediante el proceso descripto por Bishop y col.(197u) con
modificaciones.

Una alícuota de heces de cada paciente fue diluída 1:10 en una
solución buffer Tris-ClH (0.002 MpH8.5) y homogeneizada durante
1'. Del homogeneizado se separó una alícuota de 2 m1., utilizada
para Contrainmunoelectroforesis Discontinua, y el volumenrestan
te se mezcló con medio volumen de FREON113, agitándose durante
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se utilizó en la cuba electroforética un buffer barbital, pH
8.8 (Veronal 1.84 g., Veronal sódico 10.3 g., H20destilada
c.s.p. 1.000 m1.). Comosoporte de corrida electroforética se
utilizó agarosa 1%(tipo B, high electroendosmosis, Pharmacia,
Uppsala, Suecia) preparada en una solución de 1 parte de bu
ffer de cuba y 2 partes de H20 destilada con la adición de
0.5%de azida sódica. La fuerza iónica de la agarosa obteni
da de esta manera es de 1/3 de la del buffer de la cuba elec
troforética.

Se utilizaron portaobjetos de 7.6 x 2.5 cm., a los que se
les hizo una precubierta de 1 ml.de agarosa 1%en agua des
tilada, secándolos luego 2 hs.a 110°C. Estas placas pueden
guardarse a temperatura ambiente por meses sin perder su pre
cubierta.

Para realizar la corrida electroforética sobre los porta
objetos pretratados se colocó 3 ml.del agarosa de electrofo
resis y, una vez gelificado el soporte, se le practicaron pa
res de orificios de 3 mm.dediámetro con una distancia cen
tro-centro de cada par de 7 mm.Entre los pares de orificios
existió una diferencia mínima de 5 mm.hacia sus costados y de
1 cm.hacia arriba o abajo indistintamenteu De esta manera se
realizó un máximode 12 pares de orificios por portaobjeto
(Fig.3).

El antígeno (homogeneizadode materia fecal cruda obteni
da según visto en 3.3.) se colocó en el orificio considerado
cátodo y el antisuero específico (obtenido según 3.“.1.) en
el orificio correspondiente al ánodo. Comopuente electrofo
rético se utilizó papel WhatmanN°1 en tiras de 2.5 x 12.7cm.
dobladas en su mitad por el lado más largo. La electroforesis
se ensayó durante 180' a una tensión de 150 V, lo que llevó
a obtener aproximadamente lOmApor portaobjeto. Se empleó u
na fuente de poder Cellovolt 2, Chemar N°511 y una cuba elec ///...



20'. Esta mezcla fue luego clarificada por centrifugación a
5.000xg por 20' a H°Cutilizando una centrífuga Sorvall RC2-B
y un rotor SS-3H (Newtown, Connecticut- B.U.A.). La fase a
cuosa fue recogida, colocada en un colchon de Sacarosa “5%
grade I (Sigma Chemical Co., St.Louis, Missouri, E.U.A.) y
centrifugada a 100.000xg durante 2 hs.a H°Cen una ultracen
trïfuga BeckmanL5-65 y un rotor Ti 50 (Beckman Instruments,
Inc., Palo Alto, California, E.U.A.). El precipitado obteni
do fue suspendido en aproximadamente 0.5 ml.de buffer Tris
—ClHy procesado para su observación al microscopio electró
nico.

Para MBse emplearon grillas de 300 mesh (Ernest Fullan,
Inglaterra) recubiertas con parlodion (Mallinckrodt Chemical
Works, St.Louis, Missouri, E.U.A.) y reforzadas con una capa
de carbón. Sobre la grilla se colocó una gota del material a
observar y, luego de 30" aproximadamente, se secó con papel
de filtro. Se colocó luego una gota de acetato de uranilo 2%
(Mallinckrodt Chemical Works, St.Louis, Missouri, E.U.A.), el
que fue eliminado después de 30“ de manera igual a la ante
rior. Las grillas fueron examinadas con un microscopio elec
trónico JEM100 C (Jeol.Ltd., Tokyo, Japón), gentilmente ce
dido por C.B.V.A.N. (Centro de Virología Animal, Serrano 661,
Buenos Aires, Argentina). Se dedicó un tiempo de observación
de aproximadamente10' por grilla.

3.H. INVESTIGACION DE ROTAVIRUS POR CONTRAINMUNOELECTROFORB

SIS DISCONTINUA (CIBD)

La técnica de CIEDutilizada es la originalmente descripta
por Wallis y Melnick (1971) para el diagnóstico de Antigeno
Australiano, pero con ciertas modificaciones para el diagnós
tico de rotavirus (Middleton y col., 1976). En esta ocasión
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troforética Tank Mod.2 Pac.15 (Chemar S.A., Junín 933, Bue
nos Aires, Argentina) a la que se le agregaron 180 ml.del
buffer Veronal pH 8.8 en cada uno de sus 2 depósitos.

Luegode realizada la corrida electroforética se efectuó
una primera observación en un fondo oscuro con luz tangenL
cial y, posteriormente, los portaobjetos se sumergieron en
una solución de ácido tánico 0.6% durante 30' volviéndose a
observar.

A los fines de tomar fotografías de los resultados, se
realizó una tinción especial mediante un lavado de 24 hs.en
solución fisiológica seguido de un lavado de'u hs.en agua
destilada. El gel de agarosa se secó posteriormente a 60°C y
luego se tiñó por 15' con azul de Coomasie 0.2% en metanol
ácido acético-agua (5/1/5); más tarde se decoloró con igual
solvente por 1 h.

35
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3.4.1. DEL ANTISUERO ANTIROTAVIRUS HUMANO

El antisuero antirotavirus humanoutilizado en la reacción
de CIBDfue preparado en base a lo propuesto por Kalica y col.
(1977) con modificaciones. Virus parcialmente purificado se
gún lo visto en 3.3.se mezcló en una relación 1:1 con adju
vante completo de Freund (D.I.F.C.0., Michigan, E.U.A.); 0.5
ml.de esta mezcla se inocularon en forma intramuscular en ca
da pata trasera de los cobayos. A los H5 días se realizaron
los recordatorios mediante inoculación intraperitoneal de 0.5
ml.de virus. Unmes después de la última inoculación los ani
males fueron sangrados por punción cardíaca.;

Se ensayó su eficacia utilizando un control positivo y
comparándolacon otro antisuero de título conocido; éstos dos
últimos, gentilmente cedidos por el Dr.Peter Middleton,
Hospital for Sick Children, Toronto, Canadá.

3.5. FIJACION DE COMPLEMENTOPARA DIAGNOSTICO DE ANTICUBRPOS

ANTIROTAVIRUS

3.5.1. CULTIVO DE "NEBRASKA CALP-DIARRHEA VIRUS"

Teniendo en cuenta que el antígeno de rotavirus obtenido
de heces humanasdemostró presentar relaciones antigénicas
con los obtenidos de heces de terneros, se aprovechó la faci
lidad de crecimiento de NCDVen algunas líneas celulares tra
tando de obtener un buen volumen de rotavirus bovino a fin de
utilizarlo comoantígeno en estudios sere-epidemiológicos.

A cultivos primarios de células de riñón de ternero bovi
no crecidos en medio Eagle se les eliminó el medio de creci
miento lavando las células 2 veces con buffer P.B.S. e ino
culándolas posteriormente con 0.2 ml.de NCDV,cepa Lincoln,
dejando absorver el virus durante 2 hs.a 37°Cantes de agregar
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12 ml.de medio mantenimiento. Luego de 2Mhs.de incubación se
agregó 2%v/v suero fetal bovino (G.I.B.C.O.Laboratories,
Madison, Wisconsin,.E.U.A.).—

Las células se incubaron a 379Gy se observaron diariamen
te con el fin de hallar efectos citopáticos. Estos se visua
lizaron tempranamente comofinos gránulos aparecidos en la
superficie celular y, posteriormente, comoagregados. Gene
ralmente, luego de 6 días, el 75%de las células presentó di
chos efectos. En ocasiones, luego de 9 días de incubación,
estos efectos no se observaron. En dichos casos se tomó 1 ml.
de cada botella, se los reinoculó en nuevos cultivos prima
rios y se los incubó nuevamente.

Posteriormente las células fueron sometidas a congelación
y descongelación a —70°Cen dos ocasiones, y una alícuota de
la suspensión obtenida fue, por un primer procedimiento, so
nicada por 10' a 5.000 V en un sonicador Branson (Danburg,
Connecticut, B.U.A.) y clarificada a 2.000xg por 10'(Sorvall
RC2-Brotor 88-34), y el virus fue concentrado por ultracen
trifugación a 100.000xg por 60' (BeckmanL5-65 rotor Ti50);
los precipitados fueron resuspendidos cada uno en volúmenes
de 0.5 m1., examinados al microscopio electrónico y, al ob
servarse virus en ellos, se juntaron, se titularon por FC
contra un control conocido, se fraccionaron y se conservaron
a -20°C hasta su uso.

Por el otro método empleado, luego de realizar las sucesi
vas congelaciones, la alícuota restante se concentró mediante
un filtro "Amicon" B15 25 veces (Lexington, NewJersey,B.U.A.).
Lo obtenido se fraccionó y se congeló (Kapikian y col., 1975;
Mebusy col., 1971; Kurogi y col., 1976).

Posteriores experimentos permitieron optar por el mismo
método comotécnica para la obtención de antígeno.
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A mediados de 1979, y como colaboración a este trabajo, se
recibió del Laboratorio Hoescht (25 de Mayo 375, Buenos Aires,
Argentina) antígeno de NCDV(N°serie OTGB0H-05 Lote N°A

H10116B Título 1:10) así comotambién controles positivos(N°
serie OTGC02-03 Lote N°M“10307 B Título 12320) preparado por
el Behring Institut de Alemania. Se ensayó su eficacia compa
rando algunos sueros de pacientes previamente titulados con
antígeno preparado en mi Laboratorio. Viendo una buena corre
lación en los datos, decidí optar por este antígeno dada la
conveniencia de su obtención.

El inóculo inicial de Nebraskacalf-diarrhea virus, cepa
Lincoln, utilizado para realizar estos cultivos, fue gentil
mente enviado por el Dr.Charles Mebus, Plum Animal Disease
Center, Nueva York, E.U.A..—

Las células de riñón de ternero recién nacido fueron cedi
das por el Dr.Eduardo Palma, actualmente en el Laborarorio de
Virología del I.N.T.A. (Instituto Nacional de Tecnología A
gropecuaria, Castelar, Provincia de BuenosAires, Argentina).

3.5.2. REACCION DE FIJACION DE COMPLEMENTO(FC)

La técnica de FC que se utilizó es la descripta por Seaver
y col.en 1969, empleándose microplacas de polivinilo "no des
cartables" (Chemar S.A.).—

El antígeno utilizado durante el primer año de esta inves
tigación se preparó según lo visto anteriormente y se tituló
frente a un suero de título conocido (cedido por el Dr.
Middleton) mediante la técnica de "block filtration" descrip
ta por Seaver en 1969. El antígeno (de origen comercial) uti
lizado posteriormente presentaba un título de referencia de
laboratorio que, realizando los controles pertinentes, se ve
rificó era el ideal.
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Se utilizaron 2 unidades de antígeno, 2 unidades de com
plemento (Casa Gutiérrez, Araujo 153, Buenos Aires, Argenti
na) y 2 unidades de hemolisina (The Sylvania Co., Ohio,
E.U.A.).

La mezcla de antígeno y anticuerpo fue incubada por 20' a
temperatura ambiente y por 60' a 40°C antes del agregado del
complemento. Esta mezcla se incubó toda la noche a u°c, colo
cando luego el sistema hemolítico (hemolisina - glóbulos ro
jos de carnero) durante 30' a 37°C.

La reacción de FC se realizó en cada paciente con los sue
ros de período agudo y convalesciente. Se tomó 1/u como el
título límite, por debajo del cual los valores obtenidos se
consideraron negativos.

Un aumento de H ó más diluciones fue considerado como una
respuesta significativa a la infección por rotavirus.

3.6. INVESTIGACION BACTERIOLOGICA

La investigación bacteriológica de las muestras obtenidas
de los pacientes internados fue realizada en el Laboratorio
de Bacteriología del Hospital de Niños de Buenos Aires "Ri
cardo Gutiérrez" (dirigido por la Dra.A.Rubeglio).

Las muestras transportadas en medio de "Stuart" fueron sus
pendidas en solución fisiológica y sembradas luego en medios
selectivos de agar SS (Salmonella-Shigella), agar LBT(Lac
tosa bromotimol) y agar Sabouraud, e incubadas durante 2Mhs.
a 37°C.

Deobtenerse desarrollo, se llevó a cabo la tipificación,
empleándose, a tal fin, los medios de MRVP(Rojo de Metilo
Voges Proskauer), Triptona (Rojo de Timol), SV (Suracoveola,
desdoblamiento de urea y movilidad), TSI (Tri Sugar Iron, Glu
cosa, Lactosa, Sacarosa).—
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Los resultados se establecieron comparandolas reacciones
bioquímicas de tipificación con cuadros identificatorios.

3.7. PURIFICACION DE ROTAVIRUS

Las muestras de heces positivas de las cuales se conserva
ba un excedente, fueron diluídas, homogeneizadasy clarifica
das tal comose describió en 3.3. La fase acuosa del clarifi
cado fue nuevamente colocada en medio volumen de FRBON113 a

gitado durante 20'. Se centrifugó a 3.000xg durante 20' a u°c
usando una centrífuga Sorvall RC2-By rotor ss-3u. Se midió
la fase acuosa y se le agregó polietilenglicol 6.000con con
centración final del 8%(Merck, Munich, Alemania) dejándola a
u°c toda la noche; entonces se la centrifugó a 3.000xg por
30' a H°C. El precipitado, conteniendo los virus, fue suspen
dido en 2 ml.de buffer Tris-ClH. Este material fue colocado
sobre un colchón de Sacarosa 45%de 3 ml. y ultracentrifugado
a 100.000xg durante 2 hs.a H°Cutilizando un rotor SWHly u
na ultracentrïfuga BeckmanL5-65 (Bishop y col., 197M).

El virus obtenido del procedimiento anterior fue resuspen
dido en 1 ml.de buffer Tris-ClH y mezclado con una solución
de Cle (Merck) con densidad de flotación final 1.363 g/cm3

(190.7 mg. CsCl/ml.de solución). Este material fue ultracentri
fugado a 150.000xg durante 18 hs.utilizando un rotor SWHly u
na ultracentrífuga BeckmanL5-65. Transcurrido el tiempo nece
sario , se fraccionó el gradiente manualmente por punción en
la parte inferior del tubo, recogiéndose 30 gotas por frac
ción. Cada 2 fracciones se leyó el índice de refracción 01) en
un refractómetro (Pay, Moscú, U.S.S.R.) y se calculó la densi
dad de cada una de ellas en base a la fórmula

y = 10.2H2 le— 12.6H83.- A todas las fracciones se les reali
zó lecturas de absorción de luz ultravioleta a longitudes de
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onda de 260 a 280 nm (Bspectrofotómetro, Gildford Instruments,
Madison, Wisconsin, E.U.A.). Tres fracciones fueron realiza
das contra buffer Tris-ClH durante 2Mhs., observadas al mi
croscopio electrónico y congeladas para usos posteriores.

3.8. IODINACION DE ROTAVIRUS

La reacción de iodinación utilizada fue según el método

descripto por Marchalonis en 1969. A tal fin, 100 pg (lOOIPl)
de virus purificado se mezclaron con 0.5/ug (lO/ul) de lacto
peroxidasa (Calbiochem, Lote H27u66, B.grade) y 2501pCi (S/pl)
de NaI25 (Sodium Iodide-I25
Nuclear, Boston, Massachusetts, B.U.A.). El volumentotal de la

canier free, 50luCi/Pl, NewEngland

reacción fue de 115}fl.y la reacción fue iniciada por la adi
ción de 5 Pl de agua oxigenada 8.8.mMy vigorosa agitación. Se
repitió el agregado a los 3 y a los 6', haciendo un volumen to
tal de M202de 15 Pl. La reacción se interrumpió con la adi
ción de 0.5 ml. de L-Cystina 5 mM.El virus iodinado fue ultra
centrifugado en Cle y recogido tal comose describió en el
punto anterior; se tomaron 100 l de cada fracción y se agregó
0.05 ml.de albúmina bovina 5%, 100Pl de ácido tricloroacético
10%ATA, incubándose de 10 a 15' a 5°C. Cada fracción se fil
tró en filtros Millipore 0.65 m (Millipore Corporation, Bed
ford, Massachusetts, B.U.A.), se lavó 2 veces con ATAy se mi
dió su radioactividad mediante viales de centelleo y 5 ml.de
líquido de centelleo (Acquasol, NewEngland Nuclear).

3.9. DETERMINACION DE LOS POLIPEPTIDOS DB ROTAVIRUS

Los polipéptidos de rotavirus de algunos pacientes fueron
determinados mediante el uso de geles discontinuos de poliacri
lamida 8.75% según método de Laemmli (1970). Las preparaciones
de rotavirus fueron purificadas según se vio en el punto 3.7.
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Las purificaciones de rotavirus fueron disociadas utilizando
100 l de virus, 100 Pl de urea 8 M (BDHChemicals Ltd., Poole,
England),¿25}fl_de SDS10%(Fisher Scientific Corporation,
Springfield, NewJersey, E.U.A.) y 10 l de 2 Mercaptoetanol
(BDHChemicals Ltd.), calentadas a ebullición (90°C) durante 5'.
Transcurrido ese lapso, se añadió 1 gota de glicerina 20%

(Fisher Scientific Corporation) y 5 Pl de azul de bromofenol
(BDHChemicals Ltd.).

Los geles de poliacrilamida fueron precorridos durante 30'
a 2mA/gel, y luego de colocados ZOO/pl de la muestra, se rea
lizó la electroforesis a SmA/geldurante H hs. Posteriormente
se fijaron los geles en una solución ácido acético 7%, isopro
panol 3%y agua durante 16 hs. Teñidos luego con Coomasie blue
0.5% (BDHChemicals Ltd.) diluido 1:10 con una mezcla de iso
propanol, ácido acético y agua, se decoloraron con la misma
mezclautilizada para la fijación.

La estimación de los pesos moleculares fue determinada com
parándolos con la movilidad electroforética de polipéptidos de
peso molecular conocido. A tal fin se utilizó B galactosidasa
(P.M.130.000) grade IV, sero-albúmina bovina (P.M.67.000) frac
ción V, aldolasa (de músculo de conejo, P.M.u0.000), tripsina
(P.M.23.300), mioglobina (P.M.17.200) y citocromo C (P.M.11.700),
todos estos productos obtenidos de Sigma Chemical Co..

3.10. ANALISIS DEL RNA GENOMICO DE ROTAVIRUS EN GELBS DE

AGAROSA

El objetivo de este análisis fue poder comparar los pesos
moleculares de los RNAgenómicos provenientes de distintos pa
cientes. Espejo y col.(1977) demostraron la existencia de ta
les diferencias y que, según ellos, podrían estar relacionadas
con distintos serotipos.
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A tal fin se realizaron slabs horizontales; éstos fueron
preparados en placas de vidrio de 15.5 x 13.5 cm. sobre las
que se puso un recuadro de acrílico de una única pieza con un
perímetro interior de 15 x 12.5 cm., grosor u mm. (preparado
por el C.E.V.A.N.). Este fue llenado con un volumen aproxima
do de 60 ml.de agarosa 2%en buffer de Loening (1969) (gel
electrophoresis grade, BRL,Bethesda Research Laboratories,
Rockville, Maryland, E.U.A.). Antes de su gelificación se co
locó un peine de, generalmente, 12 calles. Luegode solidifi
carse el gel, se retiró el peine y, posteriormente, el recua
dro de acrílico. De esta manera, el gel quedó fijo a la su
perficie de vidrio. Luego éste fue colocado en el fondo de u
na cuba electroforética, preparada en el C.E.V.A.N., que con
sistía en un recipiente plástico de una única pieza de
5 x 11 x 8 cm. y donde se colocaron electrodos en ambos cos
tados interiores; el gel fue cubierto con 500 ml.de buffer de
Loening. En los orificios dejados por el peine se sembraron a
proximadamente 25 l de muestra y fueron corridos a 20 V du
rante toda la noche (16 hs.) mediante una fuente de poder
Shandon(Southern Instruments, Inc., Ltd., Sirey, Inglaterra).
Posteriormente los geles fueron teñidos con Bromurode Btidio
1 g/ml (BDHChemicals Ltd.); transcurridos 30' se observaron
por transiluminación con luz ultravioleta (Short Wavetrans
iluminator, Ultraviolet Prod., San Gabriel, California,E.U.A.).
Se tomaron fotografías mediante film Kodak TXP135 y filtro ro
jo Leitz.

Las muestras a ser sembradas fueron obtenidas de pacientes
con hallazgos positivos para rotavirus. De ellos, las heces
fueron homogeneizadas,clarificadas, precipitadas con polie
tilenglicol 6.000 y ultracentrifugadas en un colchón de saca
rosa H5%,tal comose describió en el punto 3.7.
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El pellet obtenido de esta purificación fue resuspendido
en HO 1 de una solución 1% Sodio Dodecil Sulfato (Fisher
Scientific Corporation), 0.1% 2-mercaptoetanol (BDHBio
chemical Ltd.) y 6 mMde etilendiaminotetraacético (EDTA)
(Fisher Scientific Corporation) pH7.0 e incubado durante 1
h. a 55°C. A la mezcla se le agregó, posteriormente, Slpl
de una mezcla agarosa 0.2%, sacarosa 20%y azul de bromofe
n01 0.2%. Se sembró y se corrió tal como los especificado
anteriormente.



III. RESULTADOS
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H) IDENTIFICACION DE GERMENBS

El estudio sistemático de 180 heces permitió identificar
rotavirus en 62 casos (3H%)de los niños con gastroenteritis
mientras que, en el grupo control, se observaron tan sólo en
3 (2.5%) de los 120 niños estudiados (Foto 3).

De los niños con gastroenteritis, en H casos se reconoció
adenovirus (2.2%) (Foto u), Coronavirus en 2 casos (1.1%) y
partículas virales pequeñas redondeadas en 1 caso (0.5%);
en esta ocasión, y dado que el único parámetro que hubo para
detectar las partículas fue el MB denominé "picovirus" para
hacer referencia a su pequeño tamaño (Tabla 5).

Bacterias consideradas comoenteropatógenas (Salmonella,
Shigella, E.coli y Klebsiela) fueron aisladas en un porcen
taje del 20%en los niños con gastroenteritis. De estos gér
menes, B.coli fue identificado en el 12%de los casos, Sal
monella en el 2.2%, Shigella en el 2.7% y Klebsiela en el
2.22%. En el grupo de niños sanos no fue posible realizar
identificación bacteriana.
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GASTROENTERITISa CONTROLESb

N° % N° %

Rotavirus 62 34 3 2.5
Adenovirus 4 2.2 1 0.8
Coronavirus 2 1.1 0 0
Picovirus 1 0.5 0 0

Tabla 5: Identificación de virus en heces de niños
con gastroenteritis y contro]es.
a: Se estudió un tota] de 180 niños en un

periodo comprendido entre Agosto de
1978 y Enero de 1980, ambos inc]usive.

b: Se estudió un tota] de 120 niños sanos
entre ios meses Enero y Diciembre de
1979, ambos inc]usive.

H.1. ASOCIACION ROTAVIRUS-BACTERIAS

En diversas ocasiones se observó que existía asociación
entre una bacteria y rotavirus. De los 180 casos que compren
de al grupo de niños internados, en 52 de ellos (29%), rota
virus fue identificado comoúnico agente causal de la gastro
enteritis mientras Que, en 10 casos (18%), existió identifi
cación viral y bacteriana (Tabla 6).



Foto 3: Partículas de rotavirus observadas
al Microscopio Electrónico (X 200.000).
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Foto 4: Partículas de Adenovirus observadas
al Microscopio Electrónico (x 200.000).
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BACTERIAS

ROTAVIRUS Positivos Negativos

Positivos 10 (18%) 52 (29%)
Negativos 26 (14%) 86 (47%)

Tabla 6: Identificación de rotavirus y
bacterias como únicos agentes
o en asociación.

Se observó que E.coli era la bacteria más frecuentemente
asociada con rotavirus: 5 casos (2.7%); Shigella en 3 casos

(1.6%), Salmonella y Proteus en 1 caso cada una (0.55%) mien
tras que, en cuanto a Klebsiela, no se observó asociación.

Bacterias como único germen se observaron en 26 (1H%) de
los niños con gastroenteritis estudiados. De estos 26 niños
con bacterias, a 17 (9.u%) se les aisló E.coli, a 3 (1.6%)
se les aisló Shigella y en H casos (2.2%) se identificó
Klebsiela.—

4.2. TECNICAS DE IDENTIFICACION DB ROTAVIRUS

Tal comose planteó en la Introducción, la primera técni
ca de identificación de rotavirus que emplearon los virólo
gos fue ME. Sin embargo, se han buscado técnicas más senci
llas y realizables en laboratorios de menores recursos. En
este trabajo se utilizó la técnica de CIBD,comparandosu
eficacia con la de MEen los 300 niños estudiados.

La Foto 5 nos permite ver cómo se observan las bandas de
precipitación en el gel de agarosa luego de ser sometidas a
corrida electroforética y a tinción.



Foto 5: Bandas típicas de precipitación obtenidas
luego de realizar una CIBDde rotavirus.
La placa fue teñida especialmente con azul
de Coomasie, tal como se describe en Mate
riales y Métodos.
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La Tabla 7a resume los hallazgos en el grupo de 180 niños
con gastroenteritis pudiendo verse que, de los 62 casos iden
tificados por CIEDy/o MBindistintamente, H5 (72.5%) fueron
identificados por ambos métodos mientras que, por CIED, úni
camente 8 casos (12.9%) y por MEsólo 9 casos (1H.5%).- I

Del grupo de 120 niños control se identificaron 3 casos de
rotavirus por ambos métodos y 1 caso por MB(Tabla 7b).

CIED

ME Positivo Negativo

Positivo 45 9
Negativo 8 118

Tabïa 7a: Resultados obtenidos por
Contraínmunoeïectrofore

sis Discontinua (CIED) y
por Microscopía E1ectró
nica (ME) en 180 niños

internados con gastroen
teritis.
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3 CIED

ME Positivo Negativo

Positivo 2 1
Negativo 0 117

Tabla 7b: Resultados obtenidos por
Contrainmunoelectrofore

sis Díscontinua (CIED) y
por Microscopía Electró
nica (ME) en 120 niños
sanos.

H.3. INCIDENCIA MENSUAL DE LAS INFECCIONES POR ROTAVIRUS

La Fig.4 nos muestra la incidencia mensual de rotavirus en
niños internados con diarrea aguda.

Se observa que hubo una marcada variación estacional. De
esta manera, vemos que en los meses cálidos del año el por
centaje de identificación de rotavirus fue bajo, hecho queso
bresalió en Diciembre de 1978, donde se obtuvo un 0%de iden
tificación de este virus mientras que, en los otros meses de
ese verano, el bajo porcentaje de aislamiento se mantuvo.

En los meses fríos de ese mismo año se produjo un abrupto
aumento de identificación del virus. En Julio de 1979 se ob
servó un 80%de identificación de rotavirus y, en los otros
meses de esa estación, se observó un aislamiento promedio del
53%.

En Diciembre de 1979 se observó un porcentaje mayor de
muestras con rotavirus en heces en comparación con el de Di
ciembre de 1978; sin embargo, el valor obtenido en la primera
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entra dentro de los valores normales en comparación con ais
lamientos de Octubre de ese año y de Enero de 1980. Se ha
observado extrañamente que, en contraposición a lo esperado,
en los meses Noviembre de cada año el aislamiento de rotavi
rus sufre un brusco aumento.

Para poder observar mejor la relación temperatura-rotavi
rus se han graficado estos dos parámetros juntos (Fig.5).
Las temperaturas promedio se obtuvieron a partir del prome
dio mensual de los promedios de los valores diarios de tempe
ratura máximay mínima observados.

Bstá claro que, en general, a temperaturas más bajas, el
porcentaje de identificación de rotavirus es alto, mientras
que disminuye en los meses de temperaturas más altas.

Se ha graficado, además, la incidencia mensual de rotavi
rus y bacterias en niños con gastroenteritis aguda (Fig.6).
Dicha Figura nos permite ver que el aislamiento de bacterias
no sigue un patrón determinado, es muy fluctuante; sin em
bargo, en ninguna ocasión se obtuvo un aislamiento mayor del
u0%y, de alguna manera, cuando el porcentaje de rotavirus
disminuye, el de bacterias se ve aumentado y viceversa. Así,
en Diciembre de 1978, se observó 0%de identificación de ro
tavirus y u0%de identificación de bacterias; en Julio de
1979 un 80%de niños presentaba rotavirus en sus heces mien
tras que sólo se aisló un 5%de bacterias y, en Enero de 1980,
rotavirus se identificó en un 14%y bacterias en un 28%.
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H.H. INCIDENCIA DE ROTAVIRUS SEGUN LAS EDADES DE LOS PACIEN

TES

La Fig¿7 nos muestra la frecuencia de rotavirus según la
edad del paciente. Para este parámetro, hemos observado que2
los niños más comunmenteinfectados eran aquellos cuyas eda
des oscilaban entre 0 y 6 meses de vida, produciéndose luego
una abrupta disminución de las internaciones de niños con
gastroenteritis. Segúnse observa en la Fig.7. rotavirus
fue hallado en las heces de un 33.6% de niños menores de 3
meses y sólo en un 3.8% de niños entre 3 y S años de edad.
El paciente más joven que se encontró excretando rotavirus,
tenia 20 dias de vida. Se observó que, de los niños menores
de 6 meses con gastroenteritis, el 81%no relataba ser ali
mentado por leche materna al momentode su internación.

H.5. HALLAZGOS SEROLOGICOS EN PACIENTES CON GASTROENTERITIS

Tal comose estableció anteriormente, para realizar estu
dios de anticuerpos antirotavirus en los pacientes se utili
zó un antígeno de rotavirus bovino dado que éste presenta u
na reacción cruzada con el humano.

Bn esta ocasión fue posible obtener muestras en los pe
ríodos agudo y convalesciente en 90 niños con gastroenteri
tis. Los hallazgos obtenidos en estos niños se encuentran
graficados en la Tabla 8. El análisis de la prevalencia de
anticuerpos Fijadores de Complemento anti NCDVnos mostró que
el 96%(SH casos) de pacientes con rotavirus en sus heces re
velaban evidencia serológica de infección, hallazgo que con
firmaria lo detectado por MEy/o CIED. En un de estos pacien
tes (80%) se observó seroconversión entre los períodos agudo
y convalesciente, en dos niños hubo un aumento de u dilucio
nes en los titulos de'ambas muestras de sangre mientras que,
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en 8 pacientes (1u%), se pudo observar un título inicial en
el período agudo que se mantuvo en la muestra tomada a la
convalescencia. En dos niños con rotavirus en sus heces no

se encontró respuesta inmunológica.- 7
De los 3h niños con gastroenteritis pero sin hallazgos de

rotavirus en sus heces, 28 (82%) no tuvieron niveles de anti
cuerpos detectables por FC, pero en 3 ocasiones (9%) hubo se
roconversión y en 3 niños (9%) se observó un título en el pe
ríodo agudo. En tres pacientes hubo niveles de anticuerpos an
tirotavirus detectables 3 días posteriores a la aparición de
la enfermedad, y en los niños con anticuerpos en el período a
gudo sus títulos variaron entre 1:4 y 1:32.

Rotavirus presente en heces

Por FC ¿con NCDV) sí no

Seroconversión 44 3
Conversión 2 0
Título en e] pe
ríodo agudo 8 3
Negativo 2 28

Tabla 8: Comparación de los hallazgos en heces y 1a

respuesta serológica (medida por FC con NCDV)

en 90 pacientes internados con gastroenteri
tis.

4.6. SINTOMAS CLINICOS EN PACIENTES CON GASTROENTBRITIS ASO

CIADA A ROTAVIRUS

La Tabla 9 nos resume la información concerniente a los prin
cipales hallazgos clínicos observados en los pacientes con gas
troenteritis.
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En dicha Tabla se observa que los pacientes infectados por
rotavirus no tienen ninguna característica clínica que permi
ta diferenciar diarreas producidas por este germende aque
llas de origen bacteriano; inclusive, con respecto a la des
hidratación, podemosreiterar que no parece haber diferencias
en relación con el patógeno presente, aunque el porcentaje
tiende a ser más alto en los pacientes infectados con bacte
rias. En los pacientes con rotavirus no se observaron, en ge
neral, síntomas respiratorios asociados a él; en 73%de los
niños no se observó la relación cuadros respiratorios-rotavi
rus. El 86%de los niños con rotavirus no padeció enteritis.

Identificación de

Rotavirus Bacteria

Tota] estudiados 52 26

Síntomas observados N° % N° Z

Diarrea 52 100 26 100
Fiebre 25 48 14 53
Vómitos 28 52 13 50
Aspecto de heces
Liquidas 29 56 17 65
Grumosas 15 29 6 23
Mucosas 8 15 3 12
Estado nutritivo
Eutrófico 34 65 15 58
Distrófico 18 35 11 42
Estado hidratación
Norma] 27 52 7 27
Deshidratado 25 48 19 73

Tab1a 9: Sintomatoïogia en pacientes internados
con gastroenteritis por rotavirus o bac
terias.
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La Fig.8a nos muestra el número de días anterioresy poste
riores al ingreso en que se observó la diarrea. El gráfico
implica que cada paciente tuvo diarrea,por lo menos, 1,2,3,
etc.días anteriores o posteriores a la admisión, pero no ne
cesariamente en días consecutivos.

Bn el grupo de niños con rotavirus en sus heces la diarrea
se observó hasta 6 días antes de su ingreso, pero la media de
esta observación era de 2 días. En la mayoria de los casos la
diarrea persistió, usualmente, de 2 a 3 días posteriores a la
admisión, siendo la media de la duración total de la diarrea,
de 3 a 5 días.

En los niños con bacterias, la aparición'de la diarrea se
guiría un patrón de aparación igual que el de la viral; sin
embargo, 8 días después de su internación ésta persiste en el
30%de los niños.

Conrespecto a vómitos en niños con gastroenteritis (Fig.
8b), en el grupo de niños con rotavirus la duración media fue
de 2 días anteriores a su internación, luego de lo cual desa
parecieron en su mayoría en un término no mayor de 3 días;
para esta fecha, tan sólo un 5.7% de los niños presentaba vó
mitos.

En el grupo con patógenos bacterianos los vómitos se ob
servaron en un gran número de los niños 2 días antes de la
internación, pero luego de ésta, la mayoría de los pacientes
no manifestaba vómitos o los mismos desaparecian en 2h horas.

H.7. ANTICUERPOS-ANTIROTAVIRUS EN CALOSTRO HUMANO

Tal como se estableció en Materiales y Métodos, se empleó
un semipurificado de heces comoantígeno. Para buscar anti
cuerpos se trabajó en la CIBDen condiciones iguales a aque
llas empleadas para la búsqueda de antígeno, pero en todos
los casos se trató de mejorar la visualización mediante la
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tinción especial para fotografía.
Los resultados de 30 pacientes nos mostraron que 17 (57%)

de ellos presentaban anticuerpos en calostro.- 3

U.8. ESTUDIOS EN CONTACTOS DE PACIENTES CON DIARREA PRODU

CIDA POR ROTAVIRUS

A fin de aclarar el posible modode transmisión de rotavi
rus, se estudiaron dos familias de las cuales, uno de sus ni
ños, había padecido diarrea producida por rotavirus.

La primera familia estaba integrada por seis contactos
mientras que, la otra, por tres.

Sus hallazgos se ven en las Tablas 10a y 10b.

Relación con Rotavirus Serologia con Cuadro Clínico aso
paciente de en heces NCDV ciado a gastroente
2 meses ritis

1°muestra 2°muestra

Padre - 1:8 1:16 no
Madre + 1:16 1:16 no
Abuelo Pat. + 1:8 1:8 no
Abuela Pat. + NH* NH no
Abuelo Mat. - NH NH no
Abuela Mat. - 1:4 1:4 no

Tabla 10a: Principales hallazgos virales y serológicos en una fami
lia de 7 integrantes donde el niño padeció diarrea pro
ducida por rotavirus.
*NH: no hecho.
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Relación con Rotavirus Seroïogía con Cuadro clínico aso
paciente de en heces NCDV ciado a gastroente
3 meses ritis 4

1°muestra 2°muestra

Padre + 1:8 1:8 no
Madre - 1:8 1:8 no
Hermano de
4 meses + 1:8 1:16 no

Tabla 10b: Principales hallazgos virales y serológicos en una
família de 4 integrantes donde uno de 1os niños pa
deció diarrea producida por rotavirus.

Estas Tablas nos permiten observar que, en la mayoría de
familiares de niños con gastroenteritis, fue posible identi
ficar rotavirus en heces por CIEDy/o ME: 3 en la familia
constituida por 6 contactos (50%) y 2 en la que posee 2 con
tactos (75%). Casi todos los familiares de ambos grupos es
tudiados presentaron títulos previos, generalmente de 1:8.
En ningún caso de los contactos con hallazgos de rotavirus
en heces se observó sintomatología asociada.

H.9. MORFOLOGIA DE ROTAVIRUS

La observación al microscopio electrónico de preparaciones
purificadas de rotavirus nos permitió ver partículas virales
completas e incompletas (Foto 6). Las partículas virales com
pletas presentaban un diámetro aproximado de 80 nm, y aque
llas en las cuales la cápside externa se había perdido, pre
sentaban un diámetro de 70 nm. En algunas de las partículas
se evidenció la penetración del acetato de uranilo al inte
rior del virión, indicando que éstas no poseían ácido nuclei

///..



Foto 6: Fotografía de rotavirus al Microscopio
Electrónico mostrandopartículas vira
les: doble cápside (a), simple cápside
(b), partículas vacías (c) (x 250.000).
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co y constituyendo las llamadas particulas "vacías". En e
llas se observó claramente el aspecto de rueda dentada que
le dio el nombre a este grupoeviral. En ocasiones fue posi
ble observar estructuras tubulares aplanadas (Foto 7).-.

H.10. DENSIDAD DE FLOTACION OBTENIDA

Del gradiente isopícnico en C1Cshecho con rotavirus ob
tuvimos, en diversas ocasiones, dos bandas que se identifi
can claramente en el tubo de gradiente (Foto 8).

Realizando lecturas a 260 nm, 280 nm y de densidad de to
das las fracciones recogidas luego del gradiente, se vio que
las bandas correspondían: una, a una densidad de flotación
de 1.367 g/cm3,y la otra, a 1.378g/cm3 (Fig.9). El contenido
de ambas se observó al microscopio electrónico: en la de ban
deo a 1.367 se pudo ver, en su gran mayoría, partículas vira
les de doble cápside mientras que, en la de 1.378, simple

l I lcaPSide en su mayoria.

H.11. IODINACION DE ROTAVIRUS. DENSIDAD DE FLOTACION DE ROTA

VIRUS

Bn este experimento se pudo ver que el rotavirus iodinado
y colocado en gradiente de Cle bandea a una densidad de flo
tación de 1.367 g/cm3, exactamente igual que el virus no io
dinado, lo que permitiría iodinar virus en momentosen que se
posee poco material para ser visualizado por O.D.(Fig.10).

H.12. ANALISIS DE LAS PROTEINAS DE ROTAVIRUS EN GELES DE PO

LIACRILAMIDA

Aquellas preparaciones de rotavirus que se observaron co
mopurificadas (sin restos de membranasde células bacteria

///...



nico.
virus observadas al Microscopio Electró

Foto 7 Estructuras tubulares aplanadas de rota
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Foto 8: Bandas obtenidas en un tubo luego de reali
zar un gradiente de Cle por ultracentrifu
gación durante 48 hs.a 100.000xg. La banda
superior corresponde a partículas virales
doble cápside (DC)y la inferior a partícu
las Virales simple cápside (SC).
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nas, flagelo ni ningún otro tipo de contaminante) fueron se
leccionadas para electrogoresis en gel de poliacrilamida ob
teniéndose, en repetidas ocasiones, ocho bandas de polipép
tidos (Foto 9) que, leídas al densitómetro, muestran OChOIúP
cos cuyos pesos moleculares oscilan entre 102.500 y u3.000.

Graficamos y obtuvimos valores de una de las diversas pre
paraciones (Fig.11, Tabla 11).

En Fig.11 Peso Area z de] Corresponde a Peso moïecuïar de]
Pico (mg) tota] poïipéptido rotavirus

1 1.85 0.82
1. 4.30 1.90 1 102.500

2 16.55 7.30
2' 13.70 6.00 2 95'000

3 5.95 2.60 3 83.000

4 7.50 3.31 4 63.000

5 20.10 .11.50 5 57.000

6 71.10 31.30
6' 32.75 14.4o 5 5°'°°°
7 36.90 16.30 7 48.000

8 10.10 4.50 8 40.000

Tabla 11: Area, %y Peso Molecular estimado para los polípéptidos
de rotavirus de un paciente internado con gastroenteri
tis.

H.13. ANALISIS DEL GENOMA DE ROTAVIRUS EN GELBS DE AGAROSA

La técnica descripta en Materiales y Métodos para obser
var el patrón de corrida del genomade rotavirus fue desa
rrollado y puesto a punto especialmente para este trabajo.



Foto 9: Gel de poliacrilamida para polip'eptido
de rotavirus. Muestra obtenida y proce
sada según se vio en'Materiales y Méto
dos.
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Figura 11:

a)

Trazado al densitómetro de polipéptidos de
rotavirus en gel de poliacrilamida. Este ca
so se refiere a lo visto en Foto 9.
El trazado comienza con el tope del gel a la
derecha.
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Las modificaciones permitieron realizar slabs horizontales
que aún no han sido descriptos para este tipo de estudios.

Analizando el genoma de rotavirus de 20 heces observamos
que, en todos los casos, éste se separó en 9 bandas (Foto 10).
Se visualizó un patrón de corrida de RNApredominante que se
muestra en 1aIbt010 en A,B,C,D,F,G,H,I. Este patrón de corri
da electroforética de RNAde rotavirus predominante presentó
similitud con los hallazgos de Espejo y col.(1977) mientras
que existían diferencias con lo observado por Kalica y col.
(1976) y por Schnagl y Holmes (1976). En nuestro caso, al i
gual que en el de Espejo y col., las bandas 2 y 3 se resol
vieron en 2 bandas bien identificables, mientras que las com
ponentes 7, 8 y 9 de Kalica y col.(1976), resueltas en 2 ban
das, lo hicieron en una única banda (la N°7) en nuestro caso.
La banda observada cerca del lugar de siembra fue considera
da contaminante.

Este patrón de corrida electroforética observado en la ma
yoría de las muestras, comparado con lo observado por Espejo
y col.(1977), correspondería a su componente2 l (2 large).

Hemosdicho anteriormente que existió un patrón predomi
nante; sin embargo, se observaron diferencias respecto de él.
Estas diferencias se visualizan claramente en la Fig.10 en E:
se presentanen la corrida electroforética de las bandas 3,4,
5 y 6, las que corren a mayor distancia con respecto al mis
monúmero de banda de las otras muestras.

Al analizar la bibliografía existente no se halló igual
patrón de corrida electroforética. En base a esto, hemosde
nominadoa este nuevo tipo de rotavirus hallado "JC" (deri
vado del nombredel paciente del cual fue aislado).

Bn algunas ocasiones, las bandas 8 y 9 no fueron visibles.
Estas bandas comprenden moléculas de RNApequeñas y, por en
de, requieren una alta concentración de RNApara ser visibles.
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Nuestra "semipurifiCación” para realizar geles de agarosa no
permite, en ciertas ocasiones, poseer gran cantidad de RNAy,
por lo tanto, se acepta comoválida la observación de las 7
bandas restantes para establecer la comparación del genomade
RNAde rotavirus de distintos pacientes.

Foto 10: Slab horizontal de agarosa para RNAde rota
virus. Foto tomada luego de una corrida elec
troforética de 16 hs.y posterior tinción con
Bromurode Etidio y observación con U.V.,short
wave. (Foto tomada con rollo Kodak TXP135).



IV. DISCUSION Y COMENTARIOS
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5) CONSIDERACIONES GENERALES

A través de este trabajo se ha visto que, durante 18 meses,
rotavirus fue el germen más identificado (3H%)en los niños
internados con gastroenteritis en una sala del3Hospital de Ni
ños de BuenosAires "Ricardo Gutiérrez", encontrándose rotavi
rus tan sólo en 3 niños controles (2.5%),mientras que bacte
rias se identificaron en el 20%de los niños internados.

Bstos hallazgos se han visto corroborados por el estudio
serológico de 56 pacientes con rotavirus en sus heces, donde
el 82%presentaba respuesta inmunológica y, el 1u%, demostra
ba haber tenido, en algún momento, contacto con el virus.

De los niños con gastroenteritis pero sin identificación
de virus en heces, sólo 3 casos (8.7%) manifestaban, por sero
logía, infección reciente, y otros 3, contacto previo (Tabla
8). Estos datos permitirían establecer que, para nuestra po
blación, ROTAVIRUS ES, PROBABLEMENTE, EL AGENTE ETIOLOGICO MAS

IMPORTANTE EN LA GASTROENTERITIS AGUDA.

Este trabajo confirma, para nuestro pais, los hallazgos he
chos por otros investigadores en diversas regiones del mundo:
Bishop y col.(197u) en Australia, Flewet y col.(1975) en B.U.A.
Baldacci y col.(1979) en Brasil, Konnoy col.(1977) en Japón,
Schoub y col.(1979) en Sud Africa, De Torres y coo.(1978) en
Venezuela y Tufvesson y col.(1976) en Suecia, quienes reportan
a los rotavirus comoel agente etiológico más importante de la
gastroenteritis aguda.

Además,la alta concordancia entre los hallazgos serológi
cos y la detección de rotavirus por MEy/o CIEDdurante el de
sarrollo de esta investigación confirmaria el rol de los rota
virus en las gastroenteritis agudas. Esto ha sido claramente
observado, tal como dijimos, en la Tabla 8 donde, de 56 casos
con gastroenteritis producida por rotavirus, el 82%presentó
evidencia serológica de infección reciente mientras que, de 3M
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niños con gastroenteritis debida a otras causas, sólo un 9%
tuvo conversión serológica para NCDV.Este 9%de conversión
serológica puede deberse a los lógicos errores de eficiencia
de identificación por CIBDy/o ME. Creemos que el 14 y el 9%
de casos de diarrea por rotavirus u otro germenrespectiva
mente, con títulos estables entre los períodos agudo y con
valesciente pueden deberse, en el primer grupo, a una rein
fección por rotavirus o bien a una toma retardada de la pri
mera muestra de sangre mientras que, para el segundo grupo de
niños, es más confiable suponer que, anteriormente, hubo gas
troenteritis pór rotavirs.

Kapikian y col.(197u), Flewet y col.(197u), Bryden y col.
(197M)y otros han encontrado, también, coincidencias entre
los resultados de detección de rotavirus en heces y respues
ta serológica.

Hemosvisto que otros virus, como Adenovirus, que también
ha sido asociado a la gastroenteritis por autores comoFle
wet y col.(1975) y Richmondy col.(1979), no parecen ser, en
tre nosotros, una causa importante de gastroenteritis: fue
encontrado en un 2.2% de los niños con diarrea y en un 0.8%
de los controles (Tabla 5). A pesar de estos hallazgos, no
podemosexcluir, aún, la contribución que este virus pueda
tener comocausa de enfermedad entérica; el papel real de es
tos virus merece ser investigado más detenidamente.

Los otros virus, comoCoronavirus o "Picovirus", fueron
detectados,en nuestro estudio, en un porcentaje muybajo, y
en base a esto, parecería que estos grupos virales no tie
nen tanta importancia, al menos entre nosotros, comocausa de
gastroenteritis. Creo que su investigación debe continuarse a
través de métodos más sensibles o por personas especializadas
en el uso del microscopio electrónico que, con mayor criterio,
pueden realizar buenas observaciones, en especial, de los vi ///...



93

///...
rus pequeños.—

En el análisis de las gastroenteritis en nuestra ciudad de
bemostener en cueáta el rol de las bacterias. En la Introduc
ción establecimos que, trabajos llevados a cabo por Lubin, Gi
rola y Grinstein (1961) y por López y col.(1975) entre otros,
reportaron que, en nuestro medio, las bacterias eran identifi
cadas en un bajo porcentaje en niños con gastroenteritis, os
cilando entre un 20 y un 30%.

Bn este estudio hemos hallado que, a semejanza de los an
tes publicados, a un 20%de niños internados con gastroenteri
tis les fueron aisladas bacterias patógenas en sus heces. Sin
embargo, en 10 niños (18%) de los 180 estudiados, rotavirus
estaba asociado a bacterias y, por ende, a priori no es posi
ble establecer si ambos, conjuntamente, o alguno de ellos, ais
ladamente, es el agente causal de la gastroenteritis. Esta a
sociación llevó a replantear los porcentajes de aislamiento de
germenproductor de diarrea y, por ello, se estableció que el
real porcentaje de identificación de bacterias patógenas como
único agente causal de la gastroenteritis era de un 14%mien
tras que, el de rotavirus, correspondía a un 29%(Tabla 6).

De 2 de estos 10 pacientes teniamos ambas muestras de san
gre y, en 1 de ellos, encontramos seroconversión mientras que,
el otro, no presentaba títulos.

Bstos hallazgos permiten plantear que, posiblemente, de ha
berse conocido el rol de los rotavirus en este tipo de infec
ciones al realizarse los trabajos antes mencionados, se habría
encontrado asociación rotavirus-bacterias patógenas y, por en
de, los porcentajes de aislamientos de bacterias comoúnico
germenhabrían sido, al igual que ha sucedido en este trabajo,
menores.

De lo expuesto anteriormente ROTAVIRUSha sido, de cualquier
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manera, el germen más identificado como único agente (29%)
mientras que, las bacterias, lo han sido sólo en un 14%. En
el 47%de los niños con gastroenteritis no fue posible iden
tificar germen (Tabla 6). Creo que esta alta cifra de no,i
dentificación de patógeno es realmente importante y podria
deberse a las dificultades metodológicas para la detección
de rotavirus. Es sabido que, para realizar una correcta vi
sualización al microscopio electrónico, es necesaria unacon
centración mínima de virus de 106 partículas (ml.de heces)y,
para la CIED, aunque en menor cantidad, también es necesario
un minimo indispensable por debajo del cual no se halla ger
men y, posiblemente, muchos niños al momento de toma de su
muestra, deberían haber estado excretando menor cantidad de
virus de la necesaria para realizar estos diagnósticos. Por
otra parte, según vimos en la Fig.8a, algunas muestras fue
ron tomadas después de H días de evolución de la diarrea, lo
que pudo determinar que no se demostrara un agente patógeno
en ellas dado que se ha descripto que es posible identificar
rotavirus en heces en un rango de 1 a 9 días posteriores a
la aparición de la enfermedad (Rodríguez y col.,1977).

Habría sido interesante poder determinar si, en controles
sanos, existieron bacterias enteropatógenas pero, dadas las
condiciones humanasy técnicas de este trabajo, esto no fue
posible.

5.1. ACERCA DE LAS TECNICAS UTILIZADAS PARA DIAGNOSTICO DE

ROTAVIRUS

Desde su descubrimiento, la Microscopía Electrónica ha si
do, por excelencia, la técnica másutilizada para identifica
ción de rotavirus. Sin embargo, presenta el inconveniente de
no permitir su utilización en ciertos centros de investiga
ciones o en hospitales que no cuentan con respaldo económico
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ria, inadecuada y, generalmente, costosa.

Para rotavirus, la CIEDha demostrado, en el presente tra
bajo, reunir excelentemente eStas cualidades. Por otro lado,
no podemosafirmar que los casos en los que se observó-rota
virus sólo por MBson falsos negativos de la CIED, así como
tampoco que los positivos sólo por CIEDson falsos positivos
comoconsecuencia de la concentración mínima necesaria para
estos análisis y a la cual ya nos hemosreferido; así es co
mose observó que, en 8 muestras positivas para rotavirus
por MB,de haberse estimado la cantidad relativa de virus ob
servado y haberse clasificado de 1+ a 5+, les habríamos acor
dado un valor de 1+, lo que explicaría por qué las 8 mues
tras son positivas por MBy negativas por CIBD.

5.2. INCIDENCIA MENSUAL Y FACTORES METEOROLOGICOS

La infección por rotavirus durante 18 meses (Agosto de 1978
-Bnero de 1980, ambos inclusive) ha permitido visualizar una
evidente relación entre la identificación de rotavirus y las
distintas épocas del año o temperaturas (Figs.4 y 5). Sin em
bargo, debe hacerse la salvedad de que este estudio correspon
de a 18 meses, por lo tanto, no autoriza a establecer conclu
siones definitivas, pero sí creo que es un lapso considerable
que permite hacer inferencias válidas.

Bstá claro que, según dijimos antes, existe una marcada va
riación estacional con aumento de aislamientos de rotavirus en
los meses más fríos y una disminución en los meses cálidos,
es decir que, en nuestra población, el nombre"gastroenteritis
de invierno" dado a rotavirus está perfectamente atribuido.

Esta variación estacional en la aparición de rotavirus se
ve claramente (Fig.u)en:a)verano de 1978-1979 donde, en Di
ciembre, se obtuvo 0%de aislamiento junto con 5 y 13% en Ene

///.
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para su adquisición. Debidoa esto, los virólogos han trata
do de buscar un medio más adecuado, además de económico, que
permita el diagnóstico de rutina de este virus.

En la Introducción se mencionaron los métodos por los cua
les se ha buscadoidentificar rotavirus (Tabla 2) y, de.ellos,
tal cual lo establecimos, quizás los más aceptados en la ac
tualidad sean ELISA y CIED. ELISA es una técnica muy nueva
aún y no estandarizada lo que, en una rutina, no permitiría
resultados confiables. CIEDha sido una técnica empleada pa
ra diagnóstico de otras enfermedades tales comohepatitis,
meningitis , etc.*

Para la identificación de rotavirus por CIEDexisten expe
riencias previas de Middleton y col.(1976) y de Tufvesson y
col.C1976) que han reportado una concordancia entre sus re
sultados y los de MBde un 70 a un 90%.

Durante el desarrollo de esta investigación, ademásdel es
tudio epidemiológico, se trató de evaluar esta_técnica como
posible forma de diagnóstico de rutina en hospitales de nues
tro medio ya que, ninguno de ellos posee medios materiales y
humanoscomopara utilizar el Microscopio Electrónico.

Los resultados obtenidos de los niños internados con gas
troenteritis permiten observar que, en el 72.5%de ellos, se
identificó rotavirus por ambosmétodos, lo que demustra que
la CIBDes un método sensible y que puede reemplazar a la ME.
Además,en cualquier servicio hospitalario donde se recibe
gran número de niños con cuadros diarreicos, es importante
contar con técnicas rápidas, sensibles, de fácil implementa
ción y, prOporcionalmente) de bajos costos que brinden al mé
dico la posibilidad de tener adecuados diagnósticos epide
miológicos, que le permitaní adoptar una acertada actitud
clínica que representaría un beneficio económicopara el pa
ciente y para la comunidadal evitar una medicación innecesa ///...
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ro y Febrero respectivamente; b) invierno de 1979 donde, en
Julio, se aisló rotavirus en un 80%y, en Junio y Agosto,en
un 50 y un 54%respectivamente; c) verano de 1979-1980 don
de, en Enero, se observó un 14%de aislamiento.

Bn Resultados hemos dicho que, en Noviembre de cada año,
existe un extraño aumentode identificación de rotavirus
que no sabemosa qué circunstancias atribuir; es necesario
analizar un nuevo Noviembrepara ver si este extraño hecho
se repite; en esta estación del año podría haberse esperado
observar, de acuerdo con los resultados obtenidos, entre un
10 y un 25%de identificación.

Bstos resultados obtenidos coinciden con los descriptos
por otros investigadores, Kapikian y col.(1976), Konnoy
col.(1978), Birch y col.(1977), Middleton y col.(1977) y o
tros quienes, en diferentes paises, han encontrado que los
rotavirus se presentan con una alta incidencia —hastadel
909- en los meses de invierno y con un 0 a un 10% en los de
verano.

He querido ver si, independientemente de la temperatura,
otros factores climáticos, comohumedady precipitaciones,
registraban alguna incidencia sobre el aumentoo disminu
ción de rotavirus. Estos valores están graficados en las
Figs.12a y 12b. De los análisis de estos gráficos está cla
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ro que ninguno de ellos está asociado a la aparición de rota
virus. La humedad, en general, es elevada en la ciudad de
Buenos Aires y, salvo raras excepciones, sus promedios men
suales nunca han sido menores del 50%. El promedio mensual
de humedad fue obtenido de manera igual a la explicada en
Resultados para la temperatura es decir, se realizó el pro
medio mensual, del promedio diario, de la humedad máxima y
mínima (Fig.12a). Se ve claramente que la humedad, es más bien,
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poco fluctuante y , por lo tanto, este factor es independien
te de la aparición de rotavirus.

¿ Paralelamente, las precipitaciones (Fig.12b) parecen estar
bastante disociadas de la incidencia de rotavirus; no es po
sible asociar una pluviometría baja con una incidencia impor
tante de rotavirus.- En consequencia, el único factor meteoro
lógico que realmente parece estar asociado a la frecuencia de
incidencia de rotavirus es la temperatura (Fig.12c).

En este capítulo hemosmencionado y analizado la incidencia
de las bacterias en las gastroenteritis y hemosvisto el bajo
porcentaje de aislamientos durante el desarrollo de este tra
bajo y de otros.

Bn la Fig.6 hemos comparado el aislamiento de bacterias
con respecto al de rotavirus durante 18 meses y hemos dicho
que, según lo observado, la identificación de bacterias nopo
see una frecuencia cíclica de aumento o disminución. En Di
ciembre de 1979, mes con incidencia de rotavirus de 0%, las
bacterias patógenas fueron identificadas en un u1%; sin em
bargo, este hecho no se repitió en el verano siguiente, por
lo tanto, y de acuerdo con la bibliografia hasta la actuali
dad, lo esperado habría sido un nuevo aumento en el porcenta
je de aislamiento de bacterias;y sería necesario un año más
de este estudio para ver si el aislamiento de bacterias cum
pleo no un rol cíclicocxulaumento en verano y disminución
en invierno o qúg simplemente, las bacterias se aíslan siem
preeni porcentaje aproximado y lo que en realidad ocurre es
una disminución del porcentaje de rotavirus.

Noexiste, en general, bibliografía que haya estudiado y
comparadomensualmente la frecuencia de rotavirus y bacterias
por más de 12 meses; generalmente, esta incidencia fue estu
diada sólo por ese lapso.
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Todos estos datos refieren a un ciclo también en las bac
terias, con un aumento en los meses de verano, donde dismi
nuye la identificación de rotavirus, y una disminución de
aislamientos en invierno, donderotavirus se identifica has
ta en un 90%(Cruickshank y col., 1976; Birch y col.,1977).

5.3. ROTAVIRUS Y EDAD

Las edades han tenido un rol importante en este trabajo.
Hemosvisto (Fig.7) que los porcentajesde niños internados
con gastroenteritis por rotavirus son mayores en aquellos
niños menores de 6 meses de edad. Salvo raras excepciones
(Baldacci y col., 1979), los investigadores han hallado que,
en general, las infecciones ocurren en niños mayores de 6
meses; a partir de esto, los resultados de positividad, se
gún la edad del niño, son variables. Así es que De Torres
(1977) halla rotavirus en un 59%de niños de 13 a 24 meses;
Davidson y col.(1975) reportan mayor frecuencia de rotavirus
en niños del grupo de edad6-12 meses(68%);Brydenyc011197u)
encuentran mayor positividad en el grupo de edad 2-3 años
(62%). En nuestro caso, el 71%de niños con rotavirus era me
nor de 6 meses de edad. Por tal motivo, se analizó la-histo
ria de alimentación materna y se halló que, de los 37 niños
con edades entre 0 y 6 meses, 30 (81%) no referían recibir
leche materna al momentode la internación. En la Introduc
ción hemos hablado detalladamente del rol de una buena ali
mentación materna para evitar infecciones. A pesar de no
poseer una buena técnica de diagnóstico, nuestro análisis en
calostros humanosmuestra que el 57%de ellos posee anticuer
pos antirotavirus; de haberse empleado un antígeno para CIBD
o una técnica más sensible, es muyposible que estos hallaz
gos fueran superiores a los logrados. Yolken y col.(1978) y
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Cukor y col.(1979) refieren hallazgos de 100%y 80%de anti
cuerpos antirotavirus en calostro, respectivamente. De esto
podemosinferir que, de haber recibido adecuada alimentación
materna, el porcentaje de niños menores de 6 meses interna
dos con gastroenteritis habría sido menor, independientemen
te de las condiciones socio-económicas.

La relativa falta de contacto de estos niños con otros o,
en general, con el resto de la población dada su edad, ha
planteado repetidamente el modode transmisión de este virus.

A pesar de haberse considerado imposible, Meurmany Laine
(1977) y Lyckey col.,(1978) describen gastroenteritis por
rotavirus en adultos. A partir de esto, se cree que los adul
tos convivientes podrían ser factores importantes en la trans
misión de rotavirus a niños (Kim y col., 1977; Hangy col.,
1978).

En este estudio encontramos que, analizando dos familias
completas, ambas presentaban alguno de sus miembros con rota
virus en sus heces al momentode internación del paciente.En
la primera, el 50%y en la segunda el 75%de los familiares
presentaban virus. Sin embargo, al hacerse el estudio seroló
gico, se vio que estos integrantes presentaban niveles de an
ticuerpos de infección previa y, además, ninguno de ellos ma
nifestó sintomatologíaclínica asociada a gastroenteritis.

De estos resultados está claro que hubo portadores asinto
máticos en ambas familias y que ellos son, probablemente, los
responsables de la infección en estos niños. La gastroenteri
tis asintomática o subclínica en los adultos puede deberse,
tal comolo manifestaron los resultados serológicos, a una ex
periencia previa con el virus. Se observó que el 87%de los
familiares manifestaban un contacto previo con el virus. Sin
embargo, algunos de ellos fueron portadores, lo que indicaría
que los anticuerpos en sangre no son suficientes para evitar
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reinfecciones, al menossubclinicas, y que seria necesario
un estimulo gastrointestinal para producción de IgA secreto
ria.

5.u. SINTOMATOLOGIACLINICA

Ademásde la diarrea, los signos más frecuentemente repor
tados en niños con gastroenteritis por rotavirus han sido vó
mitos y fiebre y, a veces, los vómitos han iniciado el cuadro
clínico.

Nuestros resultados (Tabla 9) han mostrado que no hubo di
ferencias clínicas significativas que permitan diferenciar u
na diarrea bacteriana de una producida por rotavirus, llamán
donos la atención sólo el hecho de que los niños con bacte
rias eran en su mayoría, deshidratados (73%) mientras que, en
la infección por rotavirus, había una distribución normal en
tre niños normo-hidratados y niños deshidratados.

Los vómitos y la diarrea son dos parámetros que han sufri
do una diferencia entre ambostipos de gastroenteritis; sin
'embargo, no es posible ser concluyente al respecto debido a
que,una única experiencia, no es válida. Estos datos pueden
ser tenidos en cuenta sólo para futuras observaciones o com
paraciones.

Hemosvisto que la diarrea bacteriana ha sido, generalmen
te, de una evolución más larga (Fig.8a), no así su aparición
que, tanto en la producida por rotavirus comoen la produci
da por bacterias, es de aproximadamente H dias anteriores a
la internación.

En cambio se ha visto que los vómitos (Fig.8b) preceden a
la internación en ambostipos de diarrea en igual tiempo; sin
embargo, en las gastroenteritis bacterianas evolucionan favo
rablemente en 2h horas o menos mientras que, en las virales,
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pueden demorar hasta 3 ó H días, aproximadamente, en desapa
recer.

Conrespecto a la clínica de gastroenteritis por rotavi
rus, los resultados son escasos, contradictorios,y no todos
tomaniguales indicadores de la gastroenteritis (Baldacci y
col., 1979; Rodríguez y col., 1977; Delage y col., 1978).
Considero que habría qUe esperar más tiempo y contar con más
trabajos para poder obtener conclusiones al respecto.

5.5. ESTUDIO FISICO-QUIMICO DE ROTAVIRUS HUMANO

5.5.1. CONSIDERACIONES GENERALES

Nuestras observaciones al Microscopio Electrónico de las
partículas virales de rotavirus han permitido ver las estruc
turas de doble cápside, de simple cápside y las partículas
vacías (Foto 6) e, inclusive, fue posible observar, en algu
nas preparaciones, que los viriones mostraron una tendencia
a partirse por la mitad para formar "2 hemicápsides" (Foto
11).

Las formaciones tubulares aplanadas observadas en nuestras
preparaciones (Foto 7) muestran el arreglo de las unidades es
tructurales planteado por Esparza y Gil en 1978. Aproximándo
nos a esta formación tubular (Foto 12) se visualizan perfec
tamente las estructuras hexagonales.

Hemosobservado que las preparaciones en gradientes deCle
cuya densidad era de 1.367 g/cm3 correspondían, en su mayoría,
a doble cápside, y esto es similar a los resultados obtenidos
y reportados por Rodger y col.en 1975 y difieren de los de
Kapikian y col.(1976), quienes encuentran mayor porcentaje de
partículas completas a una densidad de 1.37H g/cm3 en Cle.

En los gradientes de Cle de densidad de 1.376 a 1.378



Foto 11: Viriones mostrando tendencia a partir
se por la mitad y formar hemicápsides.—
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Foto 12: Aproximación
(Foto 7).

de estructuras tubulares
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g/cm3 observamos un mayor número de partículas de simple cáp
side, lo que también coincide con lo reportado por Rodger y
col.en 1975.

Kapikian y col.(1975) consiguen el mayor’nümerode partí
culas vacías en fracciones de gradientesde Cle de densidad
1.286 g/cm3. Este experimento se repitió un número conside
rable de veces y, en base a ello, pienso que se puede consi
derar que la densidad de rotavirus de doble cápside y lleno
es de 1.365-1.367 g/cm3 y que las partículas de simple cáp
side tienen una densidad de 1.377-1.378 g/cm3.

5.5.2. ANALISIS DE LOS POLIPBPTIDOS

Para ejemplificar los resultados del análisis de polipép
tidos de rotavirus obtenidos en este trabajo, tomamosun ca
so que, con pequeñas diferencias, se repitió en la mayoría
de los otros estudiados.

Rodger y col.(1975) y Rodger y col.(1977) reportaron la
presencia de 8 bandas de polipéptidos con las proteinas más
abundantes en 2 y en 5; además, observamos que diferían de
las corridas electroforéticas de polipéptidos de rotavirus
bovino, donde éste se separaba en 9 bandas.

En nuestras preparaciones hemos observado similar número
de bandas (Foto 9), pero diferencias en pesos moleculares y
en porcentaje total con lo reportado por Rodgery col.(1975).

En la Tabla 12 se comparan los valores estimados para los
pesos moleculares según el presente trabajo (ver Tabla 11)
con los postulados por Rodger y col.(1975).
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Peso mo1ecu1ar de rotavirus estimado según:
Poïipéptido Rodgery c01.(1975) Este trab.

1 127.000 102.500
2 103.000 95.000
3 97.000 83.000
4 88.000 63.000
5 68.000 57.000
6 32.?30 50.000
7 26.330 48.000
8 21.000 40.000

Tabla 12: Pesos molecuïares de Ios poïipéptidos de rotavi
rus humanoestimados según Rodger y col.(1975) y
este trabajo.

Bn el presente trabajo, las proteinas más abundantes resul
taron ser las que corresponden a las bandas 6 y 7.

Recientemente, Matsuno y col.(1979), mediante el uso de

marcación con amino ácido C14, glucosamina C1“ y autorodio
grafía, logró resolver, en un excelente trabajo, los pesos mo
leculares de rotavirus bovino en 8 bandas, los que coinciden,
en algunas caracteristicas, con los de Rodger y col.(1975) en
Tabla 3.

Dadas las diferencias observadas, considero que los estima
dos por nosotros en este trabajo pueden haber sufrido errores
de cálculo o de técnica; sin embargo, creo necesario
en el futuro, estos experimentos a través de métodos
sible y de mayor especificidad comolo es el marcaje
virus completo y disociado marcado con I si de
se observaran diferencias, para poder determinar más

repetir,
más sen
de rota
esto no
precisa

mente la composiciónpolipeptídica total, serían otros facto
res los que se analizarían.
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La demostración en Resultados de que rotavirus puede ser
iodinado sin que se produzca una destrucción del virus nos
indica la factibilidad de lo propuesto.

I

5.5.3. RNA EN ROTAVIRUS HUMANO

Hemosdicho que, en el curso de este trabajo, se desarro
lló una técnica para electroforesis de RNAde rotavirus que
es sencilla, sensible y de fácil implementación, y que ha
permitido comparar simultáneamente hasta 12 heces purificadas
y tratadas. Esta técnica ha demostrado poseer una excelente
resolución en comparación con los trabajos de Schnagl y Hol
mes (1976), de Kalica y col.(1976) y de Espejo y col.(1977).
El análisis y la comparación de las bandas obtenidas se han
realizado detalladamente en el punto 4.13.

Hemosobservado diferencias en los patrones de corrida del
genomade rotavirus de distintos pacientes y los hechos aquí
presentados han permitido establecer que, en nuestra pobla
ción, existen, al menos, dos tipos de rotavirus: uno de ellos
ha sido predominante y, analizando la bibliografía, el patrón
de corrida electroforética de su RNAcoincide con el componen
te 2 l (2 large) descripto por Espejo y col.(1977); en el o
tro, el patrón de corrida electroforética de su RNAno ha si
do descripto hasta la actualidad por ningún investigador; es
te nuevo tipo de rotavirus hallado ha sido denominado"JC".

20 casos analizados es tulnfimeroescaso para establecer con
clusiones, pero sí podemosinferir que, en nuestra población,
existen, al menos, dos tipos de rotavirus, siendo uno de ellos
predominante. Más estudios deberán llevarse a cabo para es
tablecer conclusiones al respecto.

Durante el desarrollo de esta investigación 2 niños fueron
reinternados con gastroenteritis observándose que, ambasinter ///...



///...
naciones, se debían a una reinfección por rotavirus y, dc;a—
fortunadamente, el material, dado el momentoen que ¿stas
reinfecciones ocurrieron, se perdió.



V. CONCLUSIONES
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En el desarrollo de este trabajo de tesis ha quedado de
mostrado el importante rol que cumplen los rotavirus en las
gastroenteritis agudas de nuestra población. Se ha visto, a
través de los datos presentados que, en esta enfermedad, su
incidencia es mayorque la de las bacterias. ¿e han presenta
do datos serológicos que apoyan firmemente esta afirmación.

Hemosvisto que los resultados obtenidos por la teónica de
CIEDson comparables a aquellos por MBy, por lo tanto, dado
su bajo costo, esta técnica es perfectamente adaptable a tra
bajos de investigación y de diagnóstico.

La infección por rotavirus, según se ha visto, presenta en
nuestra población, al igual que en otras partes del mundo, u
na marcada variación estacional con aumento de identificación
de rotavirus durante los meses fríos y disminución en los me
ses cálidos. Pero, en contraposición con la mayoría de los
investigadores, nuestra población de mayor riesgo de infec
ción por rotavirus son los niños menores de 6 meses, y ha que
dado demostrado que esto se debe, fundamentalmente, a una ma
la alimentación en la que, la leche materna, ha sido total
mente excluida de la dieta.

Al cabo de 18 meses de estudio no hemos podido ver ninguna
sintomatología clínica que permita a un médico individualizar '
una diarrea viral por rotavirus de una bacteriana. Nocreemos,
a pesar de las diferencias observadas, que la duración de dia
rrea y vómitos sean parámetros adecuados para determinar el
tipo de infección.

Hemosdeterminado los PMde los polipéptidos de algunos pa
cientes y hemos observado diferencias con lo ya publicado.Muy
posiblemente, hemos cometido algún error en los cálculos y/o
la metodología empleada. En el futuro deberán realizarse expe///...
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///...
rimentos con técnicas más sensibles con el fin de verificar
si nuestros datos son errores de metodología o, simplemente,
diferencias no esperadas.

Los patrones de RNAfueron claramente visualizados por un
nuevo y simple método de electroforesis y se han visto dife
rencias en la corrida del RNAde rotavirus de las heces ana
lizadas. En base a esto, creemos visualizar el predominio de
un tipo de rotavirus en nuestra población, el 2 l (2 large)
según Espejo y col.(1977), y la presencia de otro tipo, no
descripto aún por ningún investigador, y que hemos denomina
do "JC". Por lo tanto, podemosinferir, en nuestra población,
la presencia de dos tipos de rotavirus} /
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