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INVESTIGACION DE LA FRECUENCIA DE
GASTROENTERITIS POR ROTAVIRUS

EN PACIENTES DE LA CONSULTA EXTERNA
DE DOS CLINIGAS DEL IMSS

(Clinicas 19 y 22).

Viriones caracteristicos del "rotavi-
rus”.

Dibujo tomado de: Fenner White, Viro-
logia Mé&dica. 1984



"En los primeros dias de la nueva era, las enfermedades
infecciosas fueron vistas como claras contiendas en-
tre el huésped y el agente infeccioso. Los microorga-
nismos entraban, se multiplicaban y eran controlados y
muertos, y si no, el huésped sucumbia. Ahora nosotros
sabemos que en muchas enfermedades un nuevo tipo de -
equilibrio se establece en el cual el microorganismo -
permanece en alglin lado en el huésped y estd liste a -
multiplicarse nuevamente cuando éste se descuida™.

EVA FRAGOSO C.



Con el objeto de conocer la etiologia y frecuencia relativa de los
rotavirus asi como las caracteristicas clinicas de la diarrea aguda en pa
cientes ambulatorios que acuden a la consulta externa, se procedid a estﬁ
diar a 374 enfermos (47 con diarrea con sangre en heces y 327 sin ella) y
a 96 sujetos testigo. Se les practicd: a) un cuestionario precodificado
para conocer su sintomatclogia; b) exploracidén fisica incluyendo peso a -
los menores de 5 afios; c) recoleccidn de una muestra de materia fecal el
dia de la consulta en la clinica.para ELISA para rotavirus, coprocultivo,
estudio de moco fecal y frotis para blsqueda de otros microorganismos.

El 52.1% de los pacientes eran mayores de 15 afios de edad, el 74.5%
acudian a la consulta en los primeros tres dias de evolucitn del padeci--
mientoy el 12.6% presentaban sangre en las evacuaciones. E1 12.8% tenia
deshidratacién leve y el 27.8% desnutricidn de 1 grado.

La frecuencia de identificacibén de microorganismos en los pacien--
tes fue: E coli citotdxica 24.8%, E. coli toxigénica (LT) 13.9% Shigella
spp- 12.3%, E.coli enteropatégena 8.9% y Rotavirus 7.0%. Otros gérmenes
se aislaron en menos del 5% de los casos. Entamoeba histolytica se iden-
tificé en sb6lo 4 casos (1.1%). No se encontraron microorganismos poten-
cialmente patégenos en el 40.1%. Al comparar con la frecuencia de identi
ficacién en los sujetos testigo, sélo se observd una diferencia significa
tiva en Shigella (12.3% ws. 3.1%, p< 0.05). En los pacientes con dia-
rrea con sangre se encontré con mayor frecuencia Shigella y amiba, gue en
aquéllos con diarrea sin sangre (42.5% y 8.5% vs. 4.9% y 0.0%, p<0.05).
En los nifios menores de 2 afios se identificé mds frecuentemente Rotavirus
(13.3%) y E. coli toxigénica (19.0%) que en los adultos (5.8% y 10.0%). -
Shigella se aislé predominantemente en preescolares (22.0%) y escolares -
(17.4%). Los pacientes en los que se identificd Rotavirus presentaron -
mis frecuentemente vémito (46.2%), eritema gliteo (22.2%) y deshidrata--
cién (13.3%); mientras que aquéllos son Shigella tuvieron con mayor fre-
cuencia fiebre (63.0%) y sangre en heces (43.4%).

Se considera que los Rotavirus y otros gérmenes identificados en -
los pacientes ambulatorios del adrea urbana son semejantes a los encontra-
dos en sujetos hospitalizados; sin embargo, en este tipo de poblacién, -
por el nimero elevado de portadores asintomdticos, la identificacién de -
microorganismo” potencialmente patdgenc no permite afirmar gque éste sea -
realmente el agente causal, con la excepcidén de la identificacidén de tro-
zofoitos de E. histolytica, por un observador experimentado. Se hace én-
fasis en que la decisién terapéutica debe basarse predominantemente en -
los datos clinicos y en que de éstos, la presencia de sangre en las eva-
cuaciones es el mejor indicador.



ABSTRACT

With the aim of knowing the etiology and frecuency relative about
Rotavirus so the clinical characteristics of acute diarrhea in ambula-
tory patients attending two out-patient clinics, we proceded the study
of 374 cases (47 with diarrhea and blood in their stools and 327 - - -
without it) and 96 controls. To them: a) a precodified questionnaire -
was applied in order to know their symptomatology; b) a detailed phy--
sical examination including the weight of those under the age of five;
c) collection of samples of fecal material the same day of the - - --
consultation in order to do: stool culture, ELISA for rotaviruses, - -
studies of the fecal mucus, and amears to search for other - - - - - -
microorganisms.

52.1% of the patients were older than 15 years of age, 74.5% - —-
attended consultation on the first three days of clinical course of --
their disease and 12.6% presented blood in their stools. 12.8% had - -
slight dehydration and 27.8% first-degree malnutrition.

The frecuency of identification of microorganisms in the patient
was: citotoxic E. coli 24.8%, toxigenic E. coli 13.9% (LT), Shigella -
spp. 12.3%, enteropathogen E. coli 8.9% and Rotavirus 7.0%. Other - --
germs were .isolated in less than 5% of cases. Entamoeba histolytica -
was identified in only 4 cases (1.1%). In 40.1%, potentially pathogen
microorganisms were not found. When comparing with the frecuency of --
identification in the control individuals, significant difference, - -
only was found with Shigella (12.3% vs. 3.1%, p<0.05). In the patients
with diarrhea with blood a higher percentage of shigella and ameba, --
was found than in those with diarrhea without blood (42.5% and 8.5% --
vs. 4.9 and 0.0% p<0.05%).In children of less than two years of age --
Rotavirus was more frequently identified (13.3%) and toxigenic E. coli
(19.0%) than in adults (5.8% and 10.0%). Shigella was mainly isolated
in prescholars (22.0%) and scholars (17.4%). Patients in whom Rotavirus
was isolated presented vomiting mor frequently (46.2%), gluteal - - --
erythema (22.2%) and dehydration (13.3%); while those with Shigella --
had a higher frequencey of fever (63.0%) and blood in their feces - --
(43.4%).

It is considered that Rotavirus and other identified germs in the
ambulatory patients of the urban area, are similar to those found in -
hospitalized patients; however, in this type of population, due to the
elevated number of asymptomatic carriers, the identification of a - --
potentially pathogen microorganism does not allow the affirmation - -
that it really is the etiologic germ (with the exception of the - - --
identification of E. histolytica trophozoites, seen by an skilled - --
observer). An emphasis 1is done to show that the therapeutic decision -
must be predominatly based on clinical data, and, among these, the - -
presence of blood in the stools, is the best indicator.
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INTRODUCCION.

Como parte de un estudio para mejorar los esquemas te-
rapéuticos utilizados por los médicos familiares en los pa-
cientes con diarrea aguda (DA) (1), se procedid a identificar
en heces fecales a los rotayirus y otros microorganismos po-
tencialmente patfgenos. Los resultados obtenidos se utilizaron,
principalmente, para evaluar el esquema terapéutico tipo algo-
ritmo, basado exclusivamente en datos clinicos. Sin embargo,
se ha considerado de interés mostrar los hallazgos microbiold
gicos y su correlacidn clinica, debido a las diferentes carac
teristicas de la poblacibn estudiada, en comparacidn con la -
mayoria de las investigaciones realizadas en México y en -
otros paises (2,3): a) los pacientes incluidos en este estu-
dio no estaban hospitalizados y por lo tanto no tenian compli
caciones de gravedad, b) la investigacidén no se concretd a -
los ninos menores de 5 anos, sino que abarcé a todos los gru-
pos de edad, tal como se observa en la consulta diaria de las
clinicas de Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) (4) y

c) el estudio fue realizado en un area urbana.

De este modo, la presente investigacidn, muestra como
la gastroenteritis infecciosa aguda (GIA) ocupa uno de los pri_
meros lugares de morbi-letalidad en el mundo, especialmente -
en menores de cinco afios, por lo que es de gran importancia -
realizar estudios que nos permitan conocer la prevalencia de
los nuevos agentes de los cuadros diarreicos de diferentes -

edades.



Se menciona que el problema es mds grave en paises en -
desarrollo donde 1; contaminacién fecal-oral es méAs intensa.
De acuerdo a una evaluacidn efectuada en el lapso de 1977 a -
1978 (5) en las &reas de Asia, Africa y Latino América, se re
gistraron entre 3 a 5 millones de casos de GIA que culminaron

en defunciones.

En la Repiiblica Mexicana 1% GIA ocupa el segundo lugar
en morbilidad, con 3'204,415 casos notificados durante 1985 -
(6), con una prevalencia l&psica de 16.3% en los nifics meno-~
res de cinco afos y un promedio de 4.9% de episodios diarréi-

cos por nino por ano (7).

En los {iltimos anos se han realizado grandes avances -
en el campo de la etiofisiopatologia y epidemiologia de la -
GIA. Esta informacién ha tenido un impacto sobre el manejo -
de las infecciones diarréicas agudas en areas desarrolladas,
pero en las regiones en proceso de desarrollo ha sido relati-
vamente dificil promover esquemas adecuados para su tratamien
to o manejo e inclusive no se cuenta con el conocimiento de -
la prevalencia de los diversos agentes etioldgicos de la dia-

rrea en el &rea,

Dentro de la GIA, la de etiologia viral es extremada--
mente comfin, afecta a todos los grupos de edad y ocurre tanto
en la forma epidémica como endémica. Estudios prospectivos -

de gastroenteritis aguda en la poblacidn en general han esta-



blecido consistentemente la etiologia en aproximadamente el -
60% de los casos y se presume gue la mayor parte de los casos

de etiologia desconocida pudieran ser de origen viral.

Los virus capaces de infectar el intestino humano, asi
como de causar dano local y; enteritis sistemdtica, se han di-
vidido en dos grupos (8): a) PATOGENOS COMPROBADOS: Rotavi--~
rus humano y virus semejantes al Norwalk. b) CANDIDATOS: Ade
novirus, virus del grupo Picorna-parvovirus, Minirreovirus, -

Astrovirus, Calcivirus y Coronavirus.

Los virus que con mayor frecuencia se asocian con gas-—
troenteritis son los rotavirus (9), los adenovirus no cultiva
bles, entre ellos los tipos 40 (Dugan) y 41 (Talk) (10); wva-
rios otros virus, llamados "virus nuevos", se han reportado -
en anos recientes como asociados a gastroenteritis como son:
los agentes Norwalk-l1ike (11), Calcivirus (12), Astrovirus =
(13), Coronavirus (14,15) y virus pequefios "smallround" (12),
éstos iltimos agentes estdn parcialmente caracterizados y son
heterogéneos en su composicifn, cuya caracteristica es que -~

son pequefios (20-35 nm).

Se han sugerido que algunos de estos virus puedan ser
patdgenos de potencial importancia en una variedad de ambien
tes epidemioldgicos y clinicos. En alqunos casos ellos sola--
mente han sido demostrados por la observacién de heces dia

rréicas al microscopio electrdnico (ME) y/& ELISA, ya que, en



su mayoria, no han sido eficientemente cultivados "in-vitro".
La patogénesis, por lo cual estos agentes virales causan en-

fermedad (vémito y/® diarrea) es desconocida.

Recientemente informes sobre la etiologia de la dia--
rea infecciosa aguda indicaxon gue los virus gque ocupan el -
primer lugar como productores de GIA son los rotavirus, moti-
vo por el cual, el desarrolle de esta investigacidn serd enfo
cado inicialmente hacia la bfisqueda de rotavirus y otros mi-
croorganismos en heces diarréicas de pacientes con GIA, prove

nientes de la consulta externa de dos clinicas del IMSS (19 y

22). De esta manera serad posible conocer la prevalencia de
estudios prospectivos y sistemdticos de la epidemiologia de -
los rotavirus en poblaciones bien definidas de diferentes gru
pos de edad. Asi mismo, se podrid establecer la frecuencia re-
lativa de los rotavirus y otros microorganismos, asi como la

misma de portadores asintomiticos en un grupo testigo de indi

viduos sanos.

Tal informacidén obtenida, seré esencial para poder es-
tablecer medidas apropiadas de control y manejo del paciente
con "sindrome diarréico"  de origen rotavirico, asi como de -
otros microofganismos patdgenos. De esta manera, la realiza-
cién periddica de estudios microbiolégicos en los casos con -
DA, proporcionard al médico un panorama epidemiolégico y cli-
nico que podrd ser de mucha ayuda para aplicarlo directamente

en el tratamiento de sus pacientes.



ANTECEDENTES HISTORICOS.

Antes del decenio de 1960 no existian pruebas feha--
cientes de que los virus causaran diarrea, pero la relacidn
se sospechaba a raiz de ciertos estudios en que se adminis-
traron por via oral, filtrados fecales con "diarrea no baci-
lar y no amibica" a voluntarios que contrajeron diarrea (5).
Adem&s, algunos informes esporédicbs.indicaban una relacidn
estadistica entre ciertos enterovirus y adenovirus y la pre-

sencia de diarrea (6,7).

Gracias a los adelantos tecnolégicos de los filtimos -
decenios, se ha descubierto una amplia gama de agentes enté-
ricos viricos o similares a los virus, como los rotavirus, -
los virus Norwalk y tipo Norwalk, los adenovirus entéricos -
(antes mencionados "no cultivables" & "fastidiosos"), los -
agentes similares a los parvovirus, los calcivirus, los as-
trovirus y otros virus entéricos pequefios (8). Ademds, se -
identificaron las enterobacteridceas y Vibrionaceae enteroto
xigénicas y se dgscubrieron ciertos agentes como Campylobac-

ter fetus jejuni, Aeromonas hydrophyla, Yersinia enterocoli-

tica v Criptosporidium sp. Mids del 60% de los casos con dia

rrea estaban relacionados con esos agentes y otros gque ya se

conocfan (9,10).

Los rotavirus se destacan como agentes en los casos -
pedidtricos de diarrea atendidos en los dispensarios de los pail

ses en desarrollo (por ejemplo, Bangladesh Costa Rica y Guatema



la) (9,11). Sin embargo, la realizacidn prospectiva en tales -
paises, ha demostrado que los agentes enteropatdgenos bien -

conocidos, como Shigella y Gardia lambia, y el agente entero-

toxigénico o Escherichia coli desempenan un papel relativa--

menté mids importante que los rotavirus.

La enfermedad diarrelca infécciosa aguda es conocida
como una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
en naciones en desarrollo e incluso en paises desarrollados,
la gastroenteritis infecciosa se cita en segundo lugar des-
pués de las infecciones respiratorias como causa de morbili-
dad en la infancia. Se ha demostrado que los agentes vira--
les reconocidos durante la iltima dé&cada son responsables de
una gran proporcibén en casos de diarrea. La gastroenteritis
viral aguda afecta a todos los grupos etarios y puede ocu--
rrir en forma esporddica o epidémica. Aunque la enfermedad
es generalmente autolimitante, puede ser mortal en los muy jd

venes, los muy viejos o los que se encuentran desnutridos.

La infeccién del tubo digestivo con agentes como los
enterovirus habitualmente es asintomdtica. Sin embargo, la
replicacidén inicial del virus puede ser seguida por viremia
con diseminacidn del virus a otros drganos blanco y sintomas
relacionados con la infeccidn de tejidos adicionales. En -
contra de sugerencias previas, los enterovirus no parecian

ser responsables de una proporcidn significativa de enferme-



dad gastrointestinal. También era necesario hacer notar que
para diversas enfermedades no diarréicas del tubo digestivo -
se postulaba una etiologia viral. La intususcepcidn ocurre -
mds comunmente en nifios menores de 2 afos y se han observado
agrandamiento de ganglios linfaticos mesenté&ricos en el 3drea

de ileon terminal en el momento de la cirugia (14).

En 1943 Ligth y Hodes informaron un brote de diarrea
en lactantes. Aislaron un agente filtrable de las heces que
causd diarrea en terneros. Establecieron el periodo de incu-
bacidn y reprodujeron la diarrea con pasajes seriados del -
agente. Se describid la patologia del intestino, el desarro-
llo de inmunidad del agente y la proteccidn pasiva por medio
de la administracidn de suero inmune. En ese momento no hubo
confirmacidn de la etiologia viral de la diarrea ni pudo de-
tectarse el agente en los sistemas dispunibles en cultivo de
células. En 1973, cuando las particul.::; virales fueron viépg
lizadas en un biopsia duodenal por microscopia electrdnica,

el agente etioldgico se definid como un rotavirus (15).

En la filtima década, ha comenzado a apreciarse que -
los rotavirus son el Gnico agente mds comin que causa la dia-
rrea epidémica en ninos de 6 a 24 meses. Se sabe gque los ro-
tavirus causan diarrea en potros, corderos, cerdos, conejos,
ciervos, monos y otras especies. Se produce la infeccidn ex-
perimental de animales que no son las especies de origen con

muchos rotavirus (15, 16).



ROTAVIRUS.

Los rotavirus se clasifican como miembros de la familia
Reoviridae de virus animales que contienen &cido ribonucléico
de cadena doble segmentada como material genético (17,18). El
rotavirus tiene aproximadamente 70 nm de didmetro y su genoma
se forma de 11 segmentos de RNA deldoble cadena, una interna y
otra externa. Su nombre deriva de la palabra latina "rota" -
que significa rueda. Inicialmente también referido como: orbi

virus, agente semejante y virus de la gastroenteritis infantil

Con el microscopio electrdnico se han podido distinguir
en heces diarréicas dos tipos de particulas redondas: viriones
"lisos" o "completos" de doble cdpside y de 70 nm de difmetro
y particulas "rugosas" o "incompletas" de capside simple y de
60 a 65 nm de didmetro (19). Los rotavirus son muy resisten--
tes a las altas temperaturas, pH acido, solventes y detergen-
tés no idnicos. El cloro es relativamente ineficaz como inac-
tivador de los rotavirus, mientras que el etanol al 70% o més

es muy eficaz (20).

El rotavirus de humano es morfoldgicamente similar y -~
comparte ciertos antigenos con rotavirus de animales. En mues
tras fecales de pacientes se observan comunmente particulas de
60 nm sin envoltura externa. Al parecer esta iltima es necesa
ria para la infectividad, y el antigeno tipo especifico esta -
situada en esta capa externa de la cépside. Un antigeno grupo

especifico estd presente en la pariiculs 1agosa de 60 nm. EIl



antigeno grupo-especifico es compartido por ambos tipos de ro
tavirus que infectan al hombre y también por rotavirus de -
otras especies mamiferas (21). La infeccifn cruzada entre es
pecies puede existir experimentalmente pero el grado en gque -
existe en la naturaleza no éstd aclarado por ahora. El rota-
virus permanece antigénicamente estable durante muchos afos -

si se mantiene a=20*C(20).

Empleando pruebas de fijacidn de complemento (FC) se -
ha visto que se encuentra claramente relacionado con cuatro -
virus animales: virus de Nebraska que produce la diarrea de -
las terneras (NCDV), el virus que produce epizootias de dia-
rrea en ratones lactantes (EDIM), el virus de simios (SA-11)
y el agente Offal (0) de carneros y terneras. En tales prue-
bas, el antigeno comiin fijador de complemento, ha sido de -
gran ayuda en investigaciones seroldgicas que permiten poner
de manifiesto infecciones en el hombre, supliendo el rotavi--
rus que afecta al humano, ya que este iltimo no ha sido efi-
cientemente propagado en cultivos celulares; lo cual ha retra
zado las investigaciones del mismo. Se dice que esto ha sido
debido a que el cuarto gen es el gue neutraliza la capacidad
de los rotavirus humanos para crecer en cultivos de c&lulas y
si este gen es aportado por un rotavirus bovino, el remezcla-

do podria crecer (21).

El gen 9 codifica el antigeno neutralizante y el gen 6
codifica la mayor proteina estructural interna responsable de

la especifidad de tipo. De esta manera, el hecho de gue pu-



10

diera tipificarse-uﬁ alto porcentaje de cepas indicaria que -
el nmero de serotipos diferentes podria ser limitado. Por -
lo tanto, se dice que es de importancia critica obtener infor’
macidédn adicional para definir la factibilidad de desarrollar

inmundgenos protectores (22).

Las especifidades antig@nicas de los rotavirus determi-
nadas por la pruebas de fijacidn de complemento, ELISA (inmo-
noabsorcidn Enzimdtica) e inmunoadherencia los divide en sub-
grupos; mientras que la valoracidn en.anticuerpos neutralizan
tes los clasifican en serotipos. Se conocen dos subgrupos -
que son determinados por la migracidn electroforética de los
segmentos 10 y 11 de ARN. El subgrupo I corresponde a migra--
cidn "corta" y el subgrupo II a migracién "larga", esto nos -
bermite tipificar electrofor&ticamente las cepas prevalentes
en una comunidad o en un medio particular, durante un periodo
determinado. No se ha podido establecer una correlacidn entre

el subgrupo antigénico y la virulencia (24).

Se conocen cuatro serotipos de rotavirus humanos (20,23).

SEROTIPO CEPAS
1 Wa, K5, Kv. DBII
2 DS1, s2, KUN, 390 (I)
3 P, M, Walk 57/14, Mo, Ito. Nemoto, YO McMz (II)}
4 St Thomas No. 3 y No. 4 Hosakawa, Hochi (IT)

En la Gran Bretana y Australia se ha asociado la pre--
sencia de cepas de los tipos 3 y 4 con la excrecidn asintoma-
tica de particulas virales y la presencia de sintomas leves -

en grupos de recién nacidos (24).



AT Renes 7 iTons

<1 peiicdo de incubacidn de una enteritis por rotavi-
rus varia de 1 a 7 dias, aunque usualmente es meno. Jo 48 po-
ras. Frecuentemente el sin?oma inicial es vémito y en muchas
ocasiones éste precede a la aparicidn de la diarrea, se obser
va moco en un 25% de los casos y rara vez se acompana de san-

gre.

Puede existir una moderada elevacién de la temperatura
en 30 a 50% de los pacientes. La deshidratacién en 1la dia-
rrea por rotavirus es principalmente isotdnica, ocasionalmen-

te hiperténica y excepcionalmente hipoténica (28).

En Japbn, la infeccién por rotavirus se ha asociadc -
en algunas ocasiones con diarrea grave caracterizada por he-

cez de color blanquecinn (hakuri).

fas Clrcoiones o relavions prodocen wn sspecis
resouasta clinica que veorian de wra iviecciso subelinica, dia

rrea modevada o grave y ceasionalmente con deshidratacién le-
tai. Tos factores cue pueden causar la muerte, son la deshi-
dratacién y el desequilibrio electrolitice. £l intzrvalc o

duracidn <z considerar a la enfermodad =2¢ de 5 a 7 dAI

b}

s, tiem
PG en gue se prasenta ls mavor excrecidn del rotavirus, adn -
cuando en ccasionez su prescncia en las heces pucde detectar-
se hasta despu&s de 10 dfas. Los adultos que son infectados

con rotavirus pueden presentar diarvea mederada y frecuentemon
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‘te cursan con una infeccidn subclinica. Por razones desconoci
das, los recién nacidos que son infectados con rotavirus son a

menudo asintomdticos o presentan un cuadro clinico leve (30,31)

Los rotavirus pueden producir una infeccidn asintométi
ca crdnica en nifios inmunodeficientes con una excesidén prolon-
gada del virus. Este mismo fendmeno ha sido observado en pa-
cientes que han sufrido transplantes de médula &sea (32). Una
asociacidn temporal de infeccidn con rotavirus ha sido descri-
ta en enfermedades aisladas o como simples brotes en padeci-
mientos como: invaginacidn, plrpura Hendch-Shoenlein, sangrado
gastrointestinal, sindrome de Reye, encefalitis, meningitis -
aséptica, sindrome urémico-hemolitico, coagulacidn intravascu-
lar, sindrome de muerte sfibita del recié&n nacido, exantema sii-
bito, sindrome de Kawasaki, enterocolitis necrosante y gastro-
enteritis hemorr&dgica en guarderias, asi como diarrea crénica

o aborto (30).

Sin embargo, el estudio de anticuerpos apoya la obser-
vacidén de que la infeccidn por rotavirus, estd unicamente aso-

ciada con el sindrome "diarrea-fiebre-vémito" (24).
HALLAZGOS ANATOMOPATOLOGICOS.

La infeccidn por rotavirus al parecer estd limitada a
la capa de cé&lulas epiteliales del intestino delgado. La fi-
siopatologia de la diarrea por este virus ha sido estudiada en
terneras gnobidticas, a las cuales se les suprime la toma de -
calostro. las biopsias de intestino delgado muestran que el tejido al -

que se dirige el rotavirus es el epitelio velloso y las cé&lu--

.
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las cilindricas en las que se detecta replicacidn viral por in
munofluorescencia, son reemplazadas rapidamente por células -
cuboidéas no fluorescentes. En el ser humano ocurren cambios

histopatolégicos similares: acortamientos y edema de las vello
sidades, infiltracidén mononuclear en la lamina propia, obser=--
vandose particulas virales fecilmente reconocibles en las cis-

ternas distendidas del reticulo endoplédsmico rugoso (37,8,30).

La regeneracidn del epitelio se inicia entre los 5y 7
dias despfies del comienzo de la diarrea, 10 & 15 dias despfies
de la terminacidén de la enfermedad, el aspecto de las vellosi-
dades es casi normal (8). La diarrea resulta de la denudacidn
inherente, atrofia a las vellosidades y la disminucidn eviden-
te de la capacidad de absorcidén de los enterocitos. Puede de-
mostrarse experimentalmente alteracidn en la absorcidn de glu-
cosa y D-xilosa, disminucidn de la concentracién de disacéri--
dos y alternacidén de la actividad de timidina-cinasa, sin modi

ficacidén de AMP-ciclico y adenilato-ciclasa (38).

La absorcidn y la digestién son gravemente afectadas,
al grado que permita la deshidratacién oral exitosa de sal y -

azficar (8).

Los rotavirus también han sido asociados con infeccio-
nes respiratorias en algunas especies animales. En el hombre
este tipo de infeccidén no ha sido plenamente corroborada al -

no haberse logrado su recuperacidn de exudado faringeos, se-
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creciones nasofaringeas y organismos de individuos con infec-

ciones intestinales por estos virus (30).

INCIDENCIA.

La gastroenteritis por rotavirus es generalmente una -
enfermedad de recién nacidos y menores de cinco afos y tiene
una distribucidn mundial. La frecuencia de infecciones por -
rotavirus va del 20 hasta el 50% de los casos de gastroenteri
tis y el porcentaje mds alto se encuentra entre el grupo de -
ninos 6 a 24 meses de edad, con un pico de incidencia de los

9 a los 12 meses (28, 8, 30, 31).

Los datos de estudios obtenidos en poblacidén abierta -
son muy escasos de acuerdo con la informacidn en diferentes -
ciudades del mundo, la frecuencia del rotavirus en una comuni
dad que presenta casos de diarrea es de aproximadamente 10 a
25% (30). Resultados similares se han obtenido en poblacio--

nes de la Repfiblica Mexicana (38, 39).

Es com@n la infeccién generalmente leve o asintomitica
de los hermanos mayores y los adultos que estdn en contacto -
con los ninos infectados por rotavirus. La infeccién de los
nifios recié&n nacidos durante la primera o segunda semana de -
vida presenta casos frecuentes de excretores asintomdticos o
neonatos con sintomas de infeccidn intestinal leve, fenbmeno
que puede persistir de manera endémica. Probablemente este -

tipo de infeccidn se adquiere en los hospitales (8,30). En es-
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tos neonatos se han aislado los serotipos 3 y 4, que son lo -

menos comunes (24).

Se han notificado brotes exporddicos de diarrea graves
causada por rotavirus en adultos y en ancianos que se encon-
traban hospitalizados. En estos pacientes, la gastroenteri--

tis puede ser signo de disminucidn de la inmunidad (8).

Se dispone de muy poca informacidn sobre las tasas rea
les de prevalencia e incidencia de las infecciones por rotavi
rus (15). En paises en desarrollo, los nifios generalmente pa
decen de 2 a 8 episodios diarréicos por afic {(de diferente -
etiologia) (8). En los paises desarrollados, los nifios gene-
ralmente sufren un solo episodio de diarrea en el aho. Las -
tasas correspondientes a los virus oscilan entre 0.3 y 0.8 -
episodios por nifo al ano. Se estima que en la diarrea por -
rotavirus la incidencia de muertes es de 2.9 por 1,000 indivi

duos menores de dos anos de edad (30, 40).

Infecciones por este agente han sido asociados con al-
gunos casos de diarrea en turistas en ciertas dreas. Las in-
fecciones nosocomiales por rotavirus ocurren frecuentemente -
en las areas hospitalarias, debido a la constante existencia
de susceptibles y a la resistencia a la inactivacidn con agen
tes fisicos, asi como la contaminacidn ambiental (8). Por 4l
timo debemos senalar que se han observado nifos menores de -~

dos afios que excretan rotavirus sin presentar diarrea, afin -
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cuando el porceﬁtaie es menor que el de los excretores con -
diarrea; asi, en el estudio realizado por Champsaur (31) se -
describe: rotavirus en 43 (36%) de 119 nifios con diarrea y en
40 (24%) de 164 ninos sin diarrea; de estos Gltimos, en el -
71% de los neonatos, en el 50% de los nifios de 1 a 6 meses vy
en el 26% de los nifios de 7 a 24 meses ocurrid excrecidn asin

tomdtica de rotavirus.

Es necesario efectuar estudios seroldgicos basados en
la presencia de IgM, un dato preliminar ha dado a conocer que
el suero especifico de tal anticuerpo es producido en respues
ta a la infeccidn primaria (25, 26), seguida por IgM (27, 29).
De esta manera, se podr& establecer un diagndéstico diferen--
cial entre la infeccibn sintomdtica o asintomdtica y portador
ya que infeccidn inaparente y portador son la regla més que -

la escepcibén (31, 33).

INMUNIDAD Y SEROLOGIA.

El mecanismo responsable de la inmunidad para la infec
cibn y enfermedad por rotavirus humano es pobremente conocido;
no obstante, se conoce sobre la existencia de una barrera es-
pecifica de defensa a nivel del aparato gastrointestinal, que
es independiente de los anticuerpos séricos & de la accidn di

recta de las cé&lulas T.

Esta inmunidad ligada a la produccidn local de IgA en

esos tejidos, desempefia un papel prioritario ante numerosas -
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infecciones. La IgA es la Ig que predomina en las secrecio--
nes gastrointestinales y dentro de tejidos gue tienen conti-
nuidad con el medio externo (35). A diferencia de las IgA -
del suero con un PM de 165,000 daltones, la IgA de las secre-
ciones cuenta con un PM de 390,000 daltones; tal diferencia -
estd ligada a la presencia de un "pieza secretoria” de 60,000
daltones; en las IgA secretorias que unen dos molé&culas de -
IgA analogas a las que se encuentran en el suero. Esta pieza
secretoria es una glucoproteina que contiene cerca de 10% de
azficar. Parece que vuelve a las moléculas de IgA menos sensi
bles a la proteblisis (34). También podria desempefiar un pa-
pel importante en el transporte de las moléculas de IgA a tra
vés de las membranas de las c&lulas mucosas (36). Al respec-
to se ha observado que las cabras recién nacidas, frecuente--
mente desarrollan diarrea a pesar de los niveles altos de an-
ticuerpos circulantes y que la inmunidad intestinal local pa-
rece desempefiar un papel protector mds importante que la inmu

nidad sistémica.

Los anticuerpos en la luz del intestino delgado pare-
cen ser los determinantes mayores en la resistencia a enferme
dades por rotavirus (8). De esta manera la inmunidad especi-
fica proporcionada por las IgA parece desempefiar un papel ba=-
sico en la defensa contra numerosas infecciones locales. Sin
duda, los anticuerpos IgA del calostro y luego de la leche, -
desempefian una funcién importante en la defensa del recién na

cido contra infecciones gastrointestinales (35).
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Sin embargo' la preexistencia de anticuerpos neutrali--
zantes en alto titulo en el suero de voluntarios humanos co--
rrelaciond con la resistencia a enfermedad diarré&ica, cuando -
fueron desafiados con rotavirus homotipicos o heterotipicos.
Se piensa que de esta manera, los anticuerpos sé&éricos pueden -
correlacionarse y quizd reflejar los anticuerpos locales del -

intestino y el estado inmunitario del individuo (8, 30).

La falta de correlacidn de los anticuerpos séricos pa-
sivamente transferidos a través de la placenta con resistencia
a la infeccidén durante las primeras semanas de vida puede ser
explicada por la localizacidn predominante sistémica de esos -

anticuerpos (41).

La alimentacidn con leche materna paréce conferir una
resistencia parcial a la infeccidén por rotavirus durante la -
lactancia, en comparacidn con aquéllos nihos gue son alimenta-
dos con leche industrializada; en ocasiones, los primeros expe
rimentan ante el contacto con rotavirus, menor excresidn de -
particulas o infecciones leves en comparacidn con los segun--

dos (8, 26, 13).

La concentracidn de anticuerpos en el suero de los neo
natos refleja la transferencia de IgG materna a través de la -
placenta. Los titulos disminuyen a los cuatro o seis meses Yy
después aumentan constantemente como consecuencia de las in-
fecciones sintomaticas y asintomdticas que se producen durante

la infancia y la ninez, asi como en la edad adulta, por 1la -
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exposicidn de los padres a los rotavirus de sus hijos. Los -

anticuerpos disminuyen en las personas de mas de 40 afhos (30).

Es posible que los adultos actlien como reservorios de
la infeccidn y que los rotavirus circulen en la comunidad sin
producir sintomas; sin embargo, los principales propagadores

del virus son los ninos con diarrea (27).

En un estudio realizado por Espinosa-Larios (42) para
valorar la persistencia de anticuerpos transplacentarios - -
(IgG) con seguimiento hasta los seis meses de edad, tanto en
el suero obtenido de la sangre del corddn umbilical como en -
el de las madres, la seropositividad era semejante, ya que -
los primeros mostraron 94.4% de anticuerpos inhibidores de la
hemaglutinacidén (HI) y los segundos 96.1%. El porcentaje dis
minuyd al aumentar la edad de esos 54 ninos, hasta el cuarto
mes; a partir de este momento se inicid la elevacidn en el ti
tulo de anticuerpos lo que indicd infeccidn por rotavirus.
Resultados similares obtuvo Ruiz-Gomez (43) al valorar anticuer
pos HI contra las cepas Nebraska y SA-11. Los datos indican -
que en nuestro pais los nifios desde muy temprana edad, son in
fectados por este virus, independientemente de que el nifno -
tenga o no anticuerpos transmitidos por la madre. En estu--
dios que relacionan la frecuencia de la infeccidn por estado
socio~econdmico en individuos de 1 a 54 afios, no se encontra-
ron diferencias significativas, ya que el porcentaje de sero-

positividad de anticuerpos HI varid de 95.9% en Coyoacdn, zo-
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na de nivel econdmico elevado hasta el 100% en Tepito (43).

Investigaciones recientes sefialan que los individuos -
que han sufrido infeccibn por un serotipo determinado, no que
dan protegidos contra otro serotipo (30). E1l estudio de Yama
guchi (44) demuestra gue existe respuesta anamnésica con pro-
duccidn de anticuerpos IgA en el intestino de nifhos después -
de una reinfeccidn con rotavirus, y que la memoria de IgA pue
de durar hasta un ano. Estos datos deberdn ser tomados en -~

cuenta para el desarrollo futuro de una vacuna con virus vivo.

VARIACIONES ESTACIONALES.

Estudios realizados en diferentes partes del mundo han
demostrado gque el porcentaje de gastroenteritis por rotavirus
puede aumentar hasta un 50% en los meses frios. En los pai--
ses industrializados de clima templado los rotavirus son la -
causa del 50 al 70% de los casos con diarrea aguda infantil,
que requieren atencidn médica. La méaxima incidencia ocurre -

en invierno (30).

En los paises en desarrollo de clima tropical, la fre-
cuencia oscila entre el 40 y 50% de los casos en los meses de
mayor incidencia, generalmente son los mids frios, siendo erdé
micos los rotavirus durante el resto del ano (entre el 10 y -
20% de los casos) (8). En las zonas templadas, rara vez se -

detectan rotavirus durante el verano. Las observaciones refe
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rentes a la distfibucién temporal de serotipos especificos es
limitada debido a la dificultad para el cultivo de los rotavi
rus en células. El conocimiento del patrén de distribucidn -
temporal de estos virus se obtendrd cuando pueden caracteri--

zarse las cepas como subgrupo y serotipos (30, 48, 49).

TRANSMISION.

La infeccidn por rotavirus ocurre a través de la via -
fecal-oral, lo cual ha sido comprobado en voluntarios anima--
les de experimentacidén. Hasta el momento, no se ha demostra-
do que los rotavirus puedan multiplicarse fuera de los entero

citos del intestino delgado con produccidn de particulas infec--
tantes.

No obstante, continfian las especulaciones con respecto
a si los rotavirus son transmitidos por la via respiratoria -
(30). Las evidencias de esto son circunstanciales apoyadas -

sobre:

a) La r8pida adquisicidén de anticuerpos contra rotavi-
rus durante los primeros anos de vida en todas las ciudades -

independientemente de los estdndares de higiene.
b) Algunos brotes en los cuales la transmisidn fecal-
oral no ha podido ser comprobada.

c) La presencia de sintomas respiratorios en una pro-

porcién de pacientes con gastroenteritis por rotavirus (30).
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La fuente de' infeccién para los recién nacidos que nor
malmente no estdn en contacto con otros lactantes y con nifos
mayores con gastroenteritis no ha sido bien establecida, que-
dando la posibilidad de que un humano mayor a un familiar con

infeccidén subclinica sean los transmisores.

Estudios basados en infecciones hospitalarias han de-
mostrado que una proporcidén importante de familiares de lac-
tantes y nifios pequefios con gastroenteritis por rotavirus son

infectados con el virus al mismo tiempo.

La resistencia a la inactivacidn fisica puede contri-
buir a la contagiosidad del rotavirus humano. Otras observacio-
nes sugieren también que la contaminacibén ambiental es una -
fuente de infeccibn en cuneros y &reas hospitalarias (45). -
Una desinfeccidn efectiva de material contaminado y un cuida-
doso lavado de manos pueden ser medidas preventivas importan-
tés especialmente en dreas hospitalarias o institucionales -
asi como, el aislamiento de los pacientes infectados en bro-

tes hospitalarios.

Los rotavirus han sido identificados en aguas de alba-
nal tratadas o sin tratar, lo que lleva a considerar que las
aguas contaminadas pueden participar de una manera importante
en la transmisidn de rotavirus. Se ha hablado sobre el posi-
ble papel de los animales como fuente de infecciones al hom-

bre. Sin embargo, bajo condiciones naturales no hay evidencia
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de que los rotavirus de animales se transmitan al hombre o vi

ceversa (46, 47, 133).

OTRAS DIARREAS VIRALES.

Un nGmero de agentes virales ha sido identificado como
un grupo etioldgico de diarrea que no ha sido aclarado. Estos
agentes pueden ser divididos en dos grupos. Uno incluye a -
los adenovirus, coronavirus pararrotavirus y enterovirus que
son universalmente reconocidos como virus de mamiferos; el -
otro grupo, incluye partfculas o agentes que han sido descri-
tos por un nimero de investigadores y determinados como astro
virus, calcivirus y minireovirus. La disponibilidad del cono

cimiento de tales agentes es resumido a continuacidn.

ADENOVIRUS.

Los adenovirus han sido mds bien establecidos como vi
rus respiratorios (33 serotipos que han sido reconocidos en -
cultivos celulares) y los serotipos comunes que han sido posi
blemente aislados de heces mediante cultivos celulares. Re-
cientemente, varios investigadores han reportado mediante la
observacidn por microscopio electrdnico (ME) la morfologia in
distinguible de virus en heces gue no habian podido crecer -
subsecuentemente en cultivos celulares. La razdn de tal fend
meno es desconocido; pero mas que saber la razdn de ello, lo

que se pretende es la identificacidn de sus especies semejan-
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tes. No obstante,’ los adenovirus han sido aislados de muchas
especies animales pero afin no han sido claramente implicados

como una causa de diarrea (50).

Los adenovirus entéricos (Ead), incluyendo los seroti-
pos 40 (Dugan) y 41 (Talk), frecuentemente han sido asociados
con la gastroenteritis infantil e investigados en muestras de
heces por ME &6 ELISA; sin embargo, algunos adenovirus han si-
do observados en materias fecales de ninos que no presentan -
enteritis. No obstante, en varios estudios, en los que los -
adenovirus han sido establecidos por ME. Se han encontrado he
ces de un 5 a 8% de lo normal en ninos y en algunos la excre-
cién ha sido comunmente prolongada. Cabe sefialar que no sola
mente un serotipo ha sido asociado convincentemente con dia-
rrea; pués en una epidemia reciente los virus pudieron ser -
identificados por inmunomicroscopia electrdnica (IEM) y no -
por su crecimiento. E1 tipo de adenovirus, especialmente esos
que no se desarrollan o que se desarrollaron pobremente en -
cultivos celulares, han sido reconocidos como agentes etiold-

gicos de diarrea necesarios para futuros estudios.

En un estudio realizado por Brant (51), se sugiere que
una gran.mayoria de los adenovirus observados por ME en mues-
tras de heces de pacientes enfermos de diarrea, son asociacio
nes casuales; alin cuando los nifics menores de dos afos pueden
ser especialmente infectados cuando se exponen a un adenovi--

rus.
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Actualmente los adenovirus 40 y 41 son considerados -
como la segunda causa de diarrea viral y se consideran como -
virus "fastidiosos", ya que, no se replican en cultivos celu-

lares por los métodos convencionales (52).

ASTROVIRUS.

Otro tipo de particulas virales observadas por ME en -
heces de ninos con cuadros leves, o moderados de diarrea son -
aquéllos que presentan una morfologia que asemeja una estre--

lla de seis picos, que miden 29 a 30 um.

Los primeros en identificar estas particulas por ME en
heces de neonatos afectados por un brote de diarrea y vbmito
en una maternidad fueron Appleton y Higgins (53) en Escocia -
en 1975 y subsecuentemente en el Reino Unidoj asi'mismo, muy -
similares pero no idénticas, fueron las particulas reportadas
en Australia y Canadd. Estas particulas no pudieron crecer -
en cultivos celulares de rutina, pués el desarrollo se vid 1i
mitado al emplear c&lulas de rifidn de embridén humano (HEK); -
tal desarrollo fue detectado por inmunofluorescencia usando -
un antisuero preparado en conejillos de indias (cuyos). Al -
respecto, no hubo una rdpida evidencia sobre la existencia de

mads de un serotipo.

El tipo de astrovirus como agente etioldgico afin es -
desconocido. En un estudio fueron encontrados con mayor fre-

cuencia en heces de ninos con diarrea que en controles; algu-
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nos de ellos fueron implicados en dos epidemias en el Reino -
Unido. El incremento de la posinfeccidn en anticuerpo fue de
tectado por inmunomicroscoplia electrdnica; asi mismo, los vo-
luntarios adultos fueron enfrentados con los astrovirus, cuya
infeccidn fue acompafada por excrecidn de grandes cantidades

de virus y por seroconversidn (50). No obstante, a pesar de
ello, ocurrieron enfermedades en un nimero pequerio de algunos

individuos.

Fueron encontrados virus morfoldgicamente semejantes -
en heces de corderos y becerros. Los virus de corderos fue-
ron descubiertos a causa de la diarrea en corderos gnobidti--
cos. De esta manera, los astrovirus para el hombre, corderos
Y becerros fueron reportados como seroldgicamente diferentes

(50) .

En la actualidad se conocen 5 serotipos de astrovirus
dé humanos. De tal modo que recientemente han sido observa--
das particulas semejantes a astrovirus en muestras de neona
tos asintomdticos, asi como lactantes y nifnos con gastroente-
ritis; también se han registrado brotes de gastroenteritis -

por astrovirus en maternidades y en nifios de guarderia.

Entre los pocos estudios epidemioldgicos realizados, -
se senalan que hacia los 3 y 4 anos de edad aproximadamente -

un 70% de la poblacidn tienen anticuerpos especificos (54).
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CALCIVIRUS.

Hacia 1976 en los suburbios de una comunidad de Esco-
cia, se observaron por ME en muestras de ninos con diarrea, -
particulas de 31 a 35 um en forma de pequenos calices (55). -
Se demostrd que contenian AﬁN de cadena sencilla y fueron cla
sificados como un género de la familia de los picornaviridae;
los cuales en la actualidad son considerados como una familia

independiente.

Virus similares fueron reportados por otros dos labora
torios en el Reino Unido; asi mismo, aparentemente particulas
similares fueron reportadas por dos laboratorios en Canada --
(50) , en ambos casos presentaron astrovirus, situacifn que re
sultd un tanto confusa. No hubo desarrollo de estos agentes
en cultivos celulares de humanos o felinos que hallan sido -~
originalmente reportados; asi mismo no se han descrito dife--

rentes serotipos.

En un reporte se menciona, que particulas de calcivi--
rus fueron detectadas en heces de ninos involucrados en epide
mias escolares de "vdmito en invierno". Las particulas fue--
ron determinadas en las heces de algunos pacientes y no en -
contacto, asi mismo un maestro también fue afectado, pero no
seroconvertido. Otros reportes indican una carencia definiti
va en cuanto a la asociacidn entre calcivirus y gastroenteri-
tis, pués no se presentan estudios de voluntarios donde se ha

llan reportado (50).
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Virus similares morfoldégicamente han sido aislados de
cerdos, gatos y leones marinos; sin embargo, no solo estos -
agentes han sido conocidos como causantes de diarrea en el -
huésped natural (50), pués afin no ha sido aclarada la existen

cia de mads de un serotipo de virus felino.

Los hallazgos epidemioldgicos y clinicos de los calci-
virus son muy parecidos a los reportados con los rotavirus, -
ya que, entre 165 6 v 24 meses de edad adquiere inmunidad y -
en los ninos mayores y adultos el 90% presentan inmunidad pa-

ra este agente viral.

CORONAVIRUS.

Los coronavirus son una de las mayores causas de dia-
rrea en terneras recién nacidas. Se ha asociado a los corona
virus CVs como posibles agentes etiolbfgicos de gastroenteri--
tas en el hombre, basados en los hallazgos en heces y en el -
epitelio intestinal por ME de particulas semejantes a corona-
virus (virus de B0 a 180 um, envueltos y pleombrficos) (56)..
En humanos se ha observado la excreciﬁn de coronavirus por- -
Moscovici y col. (57) los que describieron un brote de en-
terccolitis hemorrdgica aguda en nifos prematuros, las parti-
culas virales fueron identificadas por inmunomicroscopia elec
trénica (IEM) y hubo respuesta serolégica en estos pacientes.
Mas recientemente se reportd un brote de gastroenteritis en -

neonatos, con hallazgos del virus por IEM, donde algunas ce-
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pas de CVs obtenidas de heces diarréicas se han podido propa-

gar en cultivos celulares (linea HRT-18) (58).

PARARROTAVIRUS.

Recientemente han siao descritas particulas virales -
que infectan al hombre y animales morfolBgicamente indinstin
guibles de los rotavirus, las cuales carecen del antigeno de
grupo, a dichas particulas se les ha llamado "pararrotavirus".
Su patogenicidad e importancia epidemiolégica en casos de dia

rrea en el hombre estd por determinarse (59).

ENTEROVIRUS.

Sesenta y ocho enterovirus han sido identificados, de
los cuales con excepcidn de dos, han podido ser aislados de -
heces. Empleando la técnica de microscopia electrbnica han -
podido ser descubiertas pequefias particulas (25 um) sin carac
teristicas esféricas indistinguibles de una a otra. AsI mismo
técnicas para el aislamiento de enterovirus han sido vdlidas
por 10 anos y varios investigadores han intentado implicarlas
como causa de diarrea. Sin embargo, no ha habido generalmen-
te una evidencia convincente gue lo presente, aungue reciente
mente de manera aparente, las epidemias han involucrado tipos
bien caracterizados gque han sido reportados (por ejemplo, ti-
pos de Echovirus 11, 14, 18 y 19). No obstante de todas mane

ras tales epidemias han sido debidas a que ain no han sido -
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detectados sus agentes. Por lo tanto, no hay evidencia muy -
bien conocida sobre los enterovirus patogénicos semejantes a
los poliovirus y coxackiviruses, como causa de la diarrea -

(60, 50).

Debido a la ausencia de una asociacidn clara entre en-
terovirus y diarrea se ha propuesto la realizacidn de algunos
estudios con voluntarios. Estos han sido llevados a cabo me-
diante el empleo de especies Echoviruses y Coxsakie aislados
de la garganta; sin embargo, esto fue considerado como causas

pequenias y no por enfermedad gastrointestinal (50).

Cabe sefialar que los enterovirus han sido encontrados
en un niimero considerable de especies animales pero no se ha
presentado evidencia de gque ellos causan diarrea en su hués--

ped natural (60).

AGENTE NORWALK.

En 1972 en Norwalk, Ohio se visualizaron por ME en fil
trados de heces fecales provenientes de sujetos con cuadro de
gastroenteritis particulas de 27 um, sin envoltura y con sub-
estructura no clara a las que se les denomind virus Norwalk.
Este virus causa enfermedad diarré@ica explosiva y autolimitan
te en todos los grupos de edad. La duracién de la enfermedad
es de 12 a 60 horas, con un periodo de incubacién de 24 a 48

horas (61).
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Las fuentes de infeccidn con estos virus son: agua pa-
ra beber, agua de albercas y alimentos, incluyendo mariscos -
crudos y ensaladas. La transmisidn primaria de persona a per
sona se ha descrito con mucha menor frecuencia que la secunda

ria, a partir de una fuente ‘comfin en forma de brotes.

Estudios epidemioldgicos indican que el virus se en-
cuentra distribuido mundialmente y se transmite por via fecal

oral.

A diferencia de los rotavirus, el agenge Norwalk se -
considera un patdgeno de nifios mayores y adultos. En paises
en via de desarrollo, la infeccidn es adquirida a principios
de la vida y a los dos ahos de edad mas del 90% de los indivi

duos presentan titulos detectables de anticuerpos.

Algunos de los agentes del grupo Norwalk no se han de-
sarrollade en el sistema de cultivo celular, pero gracias a -
los esfuerzos de investigadores se ha encontrado la via de -
propagacidn de estos agentes. Pues mediante ellos se preten-
de encontrar agentes seroldgicamente diferentes a los asocia-

dos con la gastroenteritis viral.

La deteccidn practica de métodos y ensayos serolbgicos
para otros agentes Norwalk como los semejantes a Hawaii "W",
se menciona podra dilucidar en un futuro su origen natural -
(62). En cuanto a los esfuerzos adicionales se comenta gue -

han logrado el desarrollo de modelos animales para el estudio
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de enfermedades causadas por el grupo de agentes Norwalk. -
Asi mismo la ausencia observada de inmunidad aparente del --
agente Norwalk en un grupo de voluntarios en contraste con -
otros de una inmunidad aparente del agente Norwalk en un gru-
po de voluntarios en contraste con otros de una inmunidad se-
mejante han hecho que se realicen cuestiones importantes en -
relacidén con la inmunidad intestinal. Por lo tanto, las razo
nes de tal carencia de inmunidad en un grupo como &ste ha de-

sarrollado la necesidad de ser eluciado (50).

OTROS VIRUS SEMEJANTES PEQUENOS REDONDOS (SRVs).

En extractos de heces se encontraron particulas de vi-
rus semejantes con un didmtero de 25 a 35 um de lo cual inves
tigaciones observaron una diferencia clara en el fondo del ma
terial; tales particulas tampoco crecieron en cultivos celula
res. Estas han sido reportadas en su mayor parte en la aso-
ciacidn por epidemia de gastroenteritis en comunidades o ins-
tituciones. Dentro de cada una de las epidemias, las peque--
nas particulas redondas son semejantes en apariencia, pero di

fieren entre una epidemia y otra. (50).

Investigaciones a fondo han reportado gque tales pa-
ticulas se han encontrado en heces de pacientes con diarrea -
esporadica (por ejemplo los "mini-rotavirus" fueron descritos
en Canada morfoldgimente similares a los virus observados en

una epidemia en Escocia (55), por lo tanto, debido a la ausen
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cia de asociacidn de epidemias (60), ha sido dificil obtener

el material necesario para su investigacién detallada.

Por Gltimo cabe sefialar que tales particulas pequehas,
redondas SRVs han sido observadas en heces de perros y cerdos

con diarrea, pero su relacién con SRVs humanos afin es descono

cida (50).

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO.

El diagndstico de infeccidn por rotavirus humanos se -
hace por la demostracidn del virus en heces o empleando méto-
dos seroldgicos. Tal diagndstico depende de la deteccidn di-
recta de virus en una muestra fecal, o de la demostracidn de
un aumento cuddruple de titulo de anticuerpo entre muestras -
de suero agudo y convaleciente. S6lo las heces diarréicas de

la fase aguda de la enfermedad pueden contener virus.

El examen directo de muestras fecales en el método pri
mario de diagndstico de infeccidn por rotavirus, porque este
Gltimo todavia no se ha cultivado in-vitro. De tal modo, 1la
microscopia electrdnica (ME) es la técnica original de diag-
nbéstico y el método que se mantiene como estédndar para va-
lorar la eficacia de otros métodos. El procedimiento requie-
re que una suspensidn de heces sea colocada sobre una rejilla
para ME, tefida negativamente con &dcido fosfotungstico y exa-

midado a 30,000 - 50,000 aumentos con objeto de observar las
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particulas de virﬁs.pcr cuadrante de la rejilla, esta muestra
debe contener alrededor de 100,000 particulas por milimetro -
de suspensidn; es decir, 10 billones de particulas virales -
por gramo de nuestra (62,18,64). En los Gltimos afios, sin em—-
bargo, para evitar la necesidad del microscopio electrdnico,

se han desarrollado otros métodos como la inmunomicroscopia -
electrdnica; el cual requiere de tiempo y experiencia para su
manejo y solamente pueden ser examinadas un nimero limitado -
de muestras por dia. Tambié&n se ha empleado la inmunofluores
cencia (64) para detectar la presencia de antigeno viral en -

el tejido infectado.

Cuando se encuentra presente un gran niimero de particu
las en heces diarréicas, los métodos inmunoldgicos que se em-
plean para la blisqueda del antigeno son: fijacidén de comple--
mento (FC) y contrainmunoelectroforésis para examen directo,
inmunofluorescencia directa (IF), electroferésis de RNA viral
radioinmunoanalisis (RIA) y el inmunoandlisis enzimdtico (ELI
SA). Cabe senalar, que técnicas como fijacidén de complemento
contrainmunocelectroforésis e inmunofluorescencia; no tienen -
la comodidad, sensibilidad ni aplicacidn en gran escala de -
los inmunoandlisis de la fase sblida, que son las pruebas mas
recientes para la deteccidn de rotavirus en heces. Los pro-
cedimientos de radioinmunoanalisis de fase stlida (RIA) (66,
67) y de andlisis inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) -

fig. 1 (68) pueden usarse ya como instrumentos diagndsticos -
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para rotavirus y parecen ser las pruebas diagndsticas preferi

das para uso en casi todos los laboratorios.

Los inmunoandlisis de fase s6lida son de realizacidén -
técnicamente simple y relativamente faciles de establecer pa-
ra usarlos en una sola ocasidn, pero se requiere un esfuerzo
considerable para la determinacién empirica y el mantenimien-
to de condiciones Sptimas de andlisis para alcanzar un maximo
de especifidad y sensibilidad. E1l andlisis para deteccidn de
virus debe estar inicialmente validado por el uso de muestras
fecales positivas y negativas examinadas independientemente -
por otro método, como la microscopia electrdnica. En cuanto
a la importancia entre cada uno de los métodos anteriormente
mencionados, se considera que ELISA ofrece grandes ventajas -
sobre RIA, debido a que no requiere el uso de materiales ra-
diocactivos y equipos de contadores de gamma radiaciones; pués
solo se necesita de un espectrofotdmetro capaz de manejar ra-
pidamente pequenos volfimenes de muestra. Todos los reactivos
son estables durante su almacenamiento a diferencia del anti-
cuerpo marcado que se usa en RIA, ademds, muchos de los conju
gados anticuerpo-enzima de deteccidn usados en ELISA son de -
f&cil obtencién en el comercio. No obstante, para que la =
prueba ELISA de rotavirus alcance la sensibilidad de RIA nece
sita de una prueba indirecta que incluye un paso mds de am--~
pliacién. Esto es posible mediante el uso de anticuerpos de
deteccidn de diferentes especies animales. Por lo tanto, el

RIA tiene la ventaja de que puede hacerse una prueba directa
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que requiere suero hiperinmune de una sola especie animal.

De este modo ha sido considerado que el paso mds impor
tante para establecer los procedimientos de RIA y ELISA serd
la correcta preparacidn y seleccidn de sueros inmunes. De es
ta manera, para la deteccidn de rotavirus en heces, algunos -
han empleado como reactivos criticos suero preparado contra -
rotavirus purificado de heces humanos o de terneros gnobidti-
cos infectados experimentalmente con rotavirus humanos (67, -

69) .

Otro problema potencial de estos andlisis, es que los
sueros hipermunes poseen ocasionalmente reactividad no especi
fica contra componentes extrafios de las heces. Considerando
esto, la técnica RIA (66) ha desarrollado para la deteccidn -
de rotavirus humanos en muestras fecales, un antisuero de fa-
cil preparacidén contra un rotavirus de monocultivo en tejido
qée tiene muy estrecha relacidn inmunoldgica con el rotavirus
humano. La técnica es especifica, sensible y practica, asi-
mismo, puede establecerse, fidcilmente en laboratorios de diagnds

tico viral.

Recientemente, se han desarrollado dos nuevas técnicas
para la investigacidn de antigenos y anticuerpos de rotavirus
estas son: la prueba de aglutinacifén en latex y el empleo de

anticuerpos monoclonales en pruebas de neutralizacidn (71).
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En cuanto a los cultivos celulares, (65), se han desa-
rrollado técnicas para el cultivo directo de muchos rotavirus )
humanos en cultivo primario de cé&lulas de rinén (AGMK & MK) -
con buena eficacia y mediante el empleo de enzimas proeteoliti
cas como la tripsina, pacreatina o elastina. Por ejemplo, se
cuenta con informacidén bibliogr&fica sobre el virus SA-11, un
rotavirus citopdtico de mono aislado originalmente por H. -
Malherbe y M. Strickland-Cholmley, del Health Science Center -
de la Universidad de Texas, San Antonio (70) del cual se indi
ca que ha sido cultivado en una linea continua de cé&lulas rena

les embrionarias rhesus (MA-104).

No obstante, a pesar de varios rotavirus, tales como -
el ya mencionado (SA-11) y el agente "O" han crecido radical--
mente en cultivo celular para los rotavirus humanos é&sto ha -
sido un tanto dificil, pues hasta el momento, &stos no han po-
dido crecer eficientemente en algfin sistema de cultivo de teji
do (72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, &0, 81, 82, 83, 84, BS5, 86,
87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94). Inicialmente los rotavirus -
humanos fueron observados sobre una infeccidén abortiva de un -
cultivo celular, con produccidn de antigenos virales, sin em-
bargo, tales virus infecciosos no pudieron ser pasados en se-

rie en cultivo celular (89).

El primer rotavirus humano gque tuvo un buen crecimien-

to asi como pases en series en cultivos celulares, fue el rotavirus
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mutante Wa (serotipo 1); el cual fue fortuitamente selecto du
rante 11 pases de esa especie en lechones gnobibticos (95). -
Cabe sefalar que el eficiente crecimiento de este mutante re-

quirid de un pretratamiento de virus con tripsina.

En el caso del rotavirus humano no cultivable DS-1 -
(serotipo 2), tambié&n se intent& su propagacidén en lechonci-
llos pero careciendo de éxito; por lo cual se adoptd otra es-
trategia de cultivo (96). Tal estrategia tomdé ventaja de la
propiedad bien conocida de los Reoviridae al estar sometidos

a un rearreglo gendtico, con una elevada eficiencia durante 1la

coinfeccidn en el cultivo celular. Los cultivos celulares -

fueron coinfectados con un rotavirus humano no cultivable,
tal como DS-1 y un rotavirus bovino cultivable ts mutante. -
Posteriormente el crecimiento se dio para los cultivos coin--
fectados, presentando un reacomodo genético (i.e., virus con

un genotipo mezclado) siendo antigénicamente similar al pater

no humano.

La recuperacidn de los rotavirus humanos no cultiva--
bles fue lograda usando dos tipos de urgencia selectiva, favo
reciendo al reacomodo dado por los virus cultivables asi como
la especifidad de la neutralizacidn del rotavirus humano pa-

terno los cuales son:

(a) El rotavirus bovino mutante ts paterno y el reaco

modo dado, gque produjeron los genes ts, fueron seleccionados
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después del crecimiento que se da a una temperatura restricti

va de inoculacidn a los cultivos inoculados.

(b) ¥ los virus con una especifidad serotipica de rota
virus bovino seleccionados después de la inoculacidn cuando -
se da el crecimiento con el.antisuero de rotavirus bovino. -
Los virus gue presentaron un reacomodo genético fueron selec-
cionados, los cuales crecieron eficientemente en cultivo celu
lar; y por ende produjeron placas a una temperatura restricti
va; asi mismo teniendo una especifidad en la neutralizacidn -
del rotavirus paterno no cultivable y de mezcla genotipica.
Con esta técnica, 33 de 52 rotavirus humanos fueron afortuna-
damente recuperados; de tal modo que la diversidad serotipica
de tales virus fue demostrada por ensayos de neutralizacidn -

convencional (97).

Cabe senalar, que tales estudios han proporcionado in-
formacidn convincente en cuanto a genes que codifican para -
ciertas proteinas de rotavirus; tales como la proteina gue es
timula la neutralizacidn de anticuerpos, el comportamiento de
la proteina del subgrupo antigénico y la proteina responsable
para la restriccidn de crecimiento en cultivo celular. Ade-
mas, la generacidn de los virus con reacomodo genético se con
sidera puede tener una importante aplicacién en el desarrollo

de vacunas.

Estas técnicas se han desarrollado por cultivo directo



41

de md@s rotavirus hlimanos en cultivo celular (85, 91). Esto
ha sido lograda por un pretratamiento del virus con tripsina
{lqﬁg/mll; asi mismo, la incorporacidn de tripsina (Bﬂg/ml}

en el medio de mantenimiento y el uso de tubos de cultivo de
la linea celular MA—lOé colocados en rotores. Siguiendo el
crecimiento en los tubos de cultivo, muchas especies de rota
virus humanos han sido capaces de producir placas cubiertas

de medio conteniendo 0.6% de agar purificado, tripsina aceti
lada 1”g/m1 y DEAE dextrano SOFg/ml. Asi mismo, md3s de un -
75% de muestras fecales han sido conocidas por otras pruebas
como rotavirus postitivos, siendo cultivados exitosamente en
tubos de cultivo usando el procedimiento ya antes mencionado.
Sin embargo, tal metodologia no ha sido capaz de probar un -
cultivo eficiente de rotavirus tomados directamente del rec-
to mediante un isopo. Asi mismo, se manifiesta que el culti
vo celular primario AGMK & MK es afin mas eficiente que el -
cultivo con la lfnea celular MA-104 para el aislamiento de -

rotavirus de muestras clinicas (98, 99, 100).
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MATERIAL Y METODOS.

El estudio se realizd en las clinicas de Coyoacdn y de
San Jerdnimo del IMSS, durante los meses de mayo a diciembre
de 1987. Se incluyeron en el mismo a 374 pacientes con dia-
rrea aguda (de 15 dias de eﬁolucién) gue acudieron a las cli-
nicas por esa causa y que no tenian otro padecimiento de fon-
do. Los pacientes fueron seleccionados en forma aleatoria, -
tomando dos casos diariamente en cada clinica. Las caracte--
risticas de los pacientes se pueden observar en el cuadro I:
el 52.1% fueron mayores de 15 anos de edad, el 74.5% asistie-
ron a la consulta durante los primeros tres dias de evolucidn
del padecimiento, el 49.7% presentaron entre 5 y B evacuacio-
nes en las filtimas 24 horas, una tercera parte de los casos -
tenian fiebre o vdmito, tres cuartas partes manifestaron cdli
cos y sdlo un 12.6% tuvo sangre en las evacuaciones. De los
ninos menores de 5 anos, un 12.8% presentaba al igreso deshi-
dratacidén leve y un 27.8% eran desnutridos, casi todos ellos
sblo de primer grado. Habian recibido antibidticos previos -
a la consulta el 22.9% de todos los casos y antiparasitario -

finicamente el 6.2%.

A cada paciente se le aplicd un cuestionario precodifi
cado para conocer la sintomatologia y el tratamiento previo.
Se le explord calificando el grado de hidratacidn de acuerdo
a los criterios clinicos de la OMS (159). A los nifios meno-

res de 5 ahos, ademds, se les pesd. A los menores de 5 afios



CUADRO

CARACTERISTICAS CLINICAS DE 374

1

PACIENTES QUE ASISTIERON A LA CONSULTA EXTERNA POR DIARREA

AGUDA Y EN QUIENES SE REALIZARCN EXAMENES DE
LABORATORIO PARA IDENTIFICAR EL

POSIBLE AGENTE CAUSAL

43

CARACTERISTICA NUMERO 2
Edad (afios)
< 2 83 2242
2 -4 50 13.4
5 - 14 46 12.3
15 - 44 154 41.2
= 44 41 10.9
Dias de evolucidn previos
a la consulta
< - 5 280 74.5
3 -5 80 2.3
> 8 14 3.7
No. de evacuaciones en las
iltimas 24 horas
1 - 4 112 29.9
.5 -8 186 49.7
> 8 76 20.3
Sintomatologia:
Fiebre 148 39.6
Vémito 115 30.7
Cdélico 272 72.7
Sangre en heces 47 12.6
Deshidratacidén leve (&) 17 12.8
Desnutricidn de I grado (&) 37 27.8

(&) En 133 ninos de 5 anos.
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se les citd nuevamente a la clinica para ser pesados en la -
misma bdscula; se considerd disminucién de peso cuando hubo una di
ferencia de menos de 100g. o md3s entre el peso inicial y el -

final.

A todos los casos se les tomd una muestra de heces re-
cién emitidas; la muestra fue procesada inmediatamente, en -
forma inicial, en el laboratorio de la clinica y una parte =
fue trasladada al laboratorio de la Unidad de Investigacidn -

Clinica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del IMSS

para su procesamiento final. Este mismo procedimiento se rea
lizd a 96 sujetos testigo tomados de la misma consulta exter-
na de las clinicas, pero no tenian diarrea. El grupo testigo
también fue seleccionado al azar, aunque estratificado en eda
des; la distribucidn del grupo testigo en este @iltimo aspecto
fue similar a la del grupo de pacientes (datos no mostrados -

en las Tablas).

Los procedimientos de laboratorio para la identifica--
cidén de los rotavirus y otros microorganismos, se llevaron a
cabo de acuerdo con lo recomendado por la OMS (160). Se rea-
1izd ELISA para la identificacidn de Rotavirus (162, 163), co
procultivo para el aislamiento de las bacterias (161), estu-
dio del moco fecal con solucidn salina y con azul de metileno
para la identificacién de trofozoitos de amiba a Giardia y de

leucocitos, respectivamente (164).
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Para la identificacidén de Cryptosporidium se utilizdé -
de Ziehl Neehlsen modificada (165). Durante el procedimiento

del coprocultivo se tomaron 5 colonias de Escherichia coli vy

se procesaron para investigar los siguientes mecanismos patd-
genos: citotoxicidad mediante su efecto tdxico en células He-
La (166), produccidn de toxina termoldbil mediante hibrida-
cidn con sondas radioactivas de DNA (167) y adherencia median
te su fijacidén a c&lulas Hela (168). Para agrupar las E. .coli
en enteropatbfgenas o no enteropatdgenas se procedid tam--
bién a la serotipificacidn mediante antisueros comerciales -

(Difco. (160).

Para evaluar las diferencias estadisticas se utilizd -
la prueba de Chi cuadrada, la dé probabilidades exactas de --

Fisher y la de U. de Mann Whitney.

RESULTADOS.

En el cuadro II se pueden apreciar los microorganismos
identificados, tanto en los 374 pacientes como en los 96 tes-
tigos. Se incluye, ademd3s, el andlisis de la frecuencia de -
aislamiento en los casos de diarrea con sangre en heces y en
aquellos sin sangre en las evacuaciones. En los pacientes, -
los gérmenes que se identificaron con mayor frecuencia fueron
las E. coli citotdxicas (24.8%) y las toxigénicas (13.9%), se
guidas de Shigella spp. (12.3%), de E. coli enteropatbgena -

(8.9%) y de Rotavirus (7.0%). La frecuencia de identifica-
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cidn de los demds microorganismos fue menor al 5%.

Entamoeba histolytica s&lo se identificd en cuatro ca-

sos de DA (1.1%). En 75 de los 187 casos en los que se prac-
ticaron todos los exadmenes de laboratorio, no se identificd -

ninglin germen (40.1%).

Al realizar el andlisis estadistico de la frecuencia -
de identificacidn en compraracidon con el grupo testigo, sola-
mente se encontrd una direfencia estadisticamente significati
va en el caso de Shigella (12.3% vs. 3.1% p<0.05). En el -
grupo testigo no se encontrd germen potencialmente patdgeno -
en el 52.2%; sin embargo, la diferencia con el grupo de pa-
cientes no fue estadisticamente significativa. En los pacien
tes de diarrea con sangre, se identificd con mayor frecuencia
Shigella spp. y E. histolytica que en los casos de diarrea -
sin sangre (42.5% y 8.5% vs. 4.9% y 0.0%, p<0.05). Para los
microorganismos restantes, las diferencias no fueron signifi-
cativas. El aislamiento o identificacidén de mds de un germen
por caso, se presentd en el 11.3% de los pacientes y en el -
8.3% de los testigos. La asociacidn que mas frecuentemente -
se presentd fue la de dos cepas de E. coli con diferente meca

nismo patogénico (7.4%).

Se analifo la frecuencia de identificacidn de microor-
ganismos entre los 86 pacientes que recibieron antibidtico an
tes de la consulta y los 288 gque no lo habian recibido; no se

encontrd ninguna diferencia significativa. El mismo fendmeno



CUADRO II

IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS POTENCIALMENTE PATOGENICOS EN
PACIENTES QUE ACUDIERON A LA CONSULTA EXTERNA

MAYO - DICIEMBRE 1987

PORCENTAJE DE IDENTIFICACION °

GRUPO DE PACIENTES CON DIARREA AGUDA

Grupo Total de Diarrea con Diarrea sin
testigo casos sangre sangre

Microorganismos (n=96) (n=374) (n=47) (n=327)
Escherichia coli °°

Citotdxica 13.4 24.8 33.3 20.3

Toxigénica (TL) 12.5 13.9 19.3 11.8

Enteropatbgena 8.3 8.9 7.4 9.6

Enteroadherente 3.9 3.4 4.2 2.8
Shigella spp. 3.1 12.3 42.5" 4.9"
Rotavirus 3.1 7.0 2l 7.6
Salmonella spp. 5wl 2.4 2.k 2.4
Giardia lamblia 1.0 2.1 0.0 2.4

(Trofozoitos)
Aeromonas Spp 1.0 1.6 0.0 1.8
Campylobacter spp. 1.0 1.1 D.0+ 152
Entoamoeba hisolytica 0.0 i o 8.5 0.0 +

(Trofozoitos)
Yersinia enterocolitica 0.0 0.8 0.0 .9
Cryptosporidum spp. 0.0 0.5 0.0 0.6
Neo identificado 52.2 40.1 30.4 41.5

° Se identific® mis de un germen en el 11.3% de los pacientes y en el 8.3% de los testigos,
por lo que las sumas de los porcentajes son mayores a 100.

°° Solamente se investigd y calculd en la mitad de los casos de cada grupo.

it ot 0, 05

Ly



CUADRO III

FRECUENCIA DE LOS MICROORGANISMOS IDENTIFICADOS DE ACUERDO
A LA EDAD DE LOS PACIENTES CON DIARREA AGUDA

% por grupo de edad en afios

No. de < 2 2-4 5=14 15-44 > 44
Microorganismo cepas (n=83) {n=50) {n=46) (n=154) {n=41)
Escherichia coli®
Citotdxica 46 19.0 28.0 21.7 24.7 35.0
Toxigénica 26 19.0 16.0 13.0 11,7 10.0
Enteropatdgena 17 Tl 12.0 13.0 7.8 15.0
Enteroadherente 6 2.4 4.0 4.3 2.6 5.0
Shigella spp 46 8.4 22.0 17.4 10.4 9.8
Rotavirus 26 13.:3 8.0 4.3 5.8 0.0
Salmonella spp. 9 2.4 0.0 6.5 1.9 2.4
Giardia Lamblia 8 1.2 2.0 0.0 1.9 2.4
Aeromonas sSpp- 6 1.2 2.0 0.0 0.0 2.4
Campylobacter spp. 4 0.0 2.0 0.0 1.9 0.0
Entamoeba histolytica 4 0.0 4.0 2:2 0.6 0.0
Yersinia enterocolitica 3 1.2 0.0 0.0 0.6 2.4
Cryptosporidium spp. 2 1.2 0.0 0.0 0.0 2.4
No identificado 75 30.2 34.6 33.5 45.6 35.6

° Solamente se investigd en la mitad de los casos de cada grupo etario.

34
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se observd entre los 23 pacientes que recibieron antiparasita
rio y los 351 que no lo recibieron; los porcentajes de identi
ficacidn fueron similares, aunque fue evidente que entre los

pacientes que recibieron metronidazol, no se identificd en -

ninglin caso Giardia o amiba.

En el cuadro III, se muestrd la frecuencia de los gér-
menes identificados, pero en relacidén a los grupos de edad de
los pacientes. Como se puede observar, tanto E. coli toxigé-
nica como Rotavirus se identifican mé&s frecuentemente en los
nifios menores de dos afios de edad y esta frecuencia desciende

conforme se incrementa la edad. Shigella spp. por el contra

rio, predomina principalmente en los ninos preescolares y es-
colares. Los microorganismos restantes no muestran un predo-
minio por algfin etario, aunque el niimero de cepas identifica-
das de varios de los germenes es muy escaso para poder hacer

interpretaciones valederas.
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En el cuadro IV se presentan las caracteristicas.clini—
cas de los pacientes y su evolucidn, en relacidn con los mi--
croorganismos identificados mds frecuentemente. Como se puede
apreciar, en los pacientes en los que se aisld Shigella spp.
se presentd con mayor frecuencia fiebre (63.0%) y sangre en -
las evacuaciones (43.4%), mientras que en los casos en los ==
que se identificd Rotavirus se presentd con mayor frecuencia
vomito (46.2%) y eritema gliiteo (22.2%). La duracidn de la --
diarrea fue similar, independientemente del germen identifica
do. En los nifios menores de 5 afios, la frecuencia de deshidra
tacidén fue mayor para los casos en los que se identificd Rota
virus (13.3%) y E. Coli tixigé&nica (7.7%) y la disminucidn de
peso fue mayor en los casos en los que se identificd Rotavi--

rus (33.3%) y Giardia lambia (33.3%), aunque para este fltimo

andlisis, el nlmero de pacientes con giardiasis es muy esca--
so. A pesar de las variaciones en los porcentajes, no existen
diferencias estadisticas entre todos los datos analizados en

este Cuadro.

Respecto al estudio del moco fecal, se encontraron 10 -
leucocitos polimorfonucleares o mas por campo a seco fuerte -
en los siguientes gérmenes y con la frecuencia gue se anota:
Shigella 44.4%, Salmonella spp. 22.2%, E. Coli citdxica 10.0%
E. coli enteropatdgena 5% y Aeromonas una de seis cepas. En -

los demas gérmenes identificados siempre se encontraron menos



CUADRO IV
CARACTERISTICAS CLINICAS Y EVOLUCION DE LOS FACIENTES CON DIARREA AGUDA,
DE ACUERDO A LOS MICROORGANISMOS MAS FRECUENTEMENTE IDENTIFICADOS

EVOLUCION
SINTOMATOLOGIA X e Disminu-
Sangre Dias con Deshidra cidn de
No. de Fiebre Vomito Eritema en diarrea tacién * peso® 7%
Microorganismo Cepas i gliteo heces (mediana) %
Escherichia coli*
Citotdxica 46 34.6 38.1 8.4 15.2 4.5 2,1 21.2
Toxigénica 26 29.4 42.5 10.2 15.3 3.0 747 19.8
Enteropatégena 17 32.3 39.3 9.3 11.8 4.0 0.0 16.3
Shigella spp. 46 63.0 41.3 10.9 43.4 4.0 4.3 22.2
Rotavirus 26 23.1 46.2 22.2 3.8 4.5 13.3 33.3
Salmonella spp. 92 4404 33.3 11.1 11.1 3.0 0.0 0.0
Glardia lamblia 8 25.0 25,0 12.5 0.0 3.0 0.0 33.3

* Datos calculados solamente en los menores de 5 afios.

p = 0.05 entre los microorganismos, en relacidn a las caracteristicas clinicas y la evolucidn.

15
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de 10 leucocitos polimorfonucleares por campo. Cuando se ana-
lizaron finicamente los casos de diarrea con sangre, se encon-
traron 10 & mds polimorfonucleares por campo en el 70.5% de -
los pacientes con Shigella y en el 15.5% de los pacientes con

identificacidn de otros microorganismos.

DISCUSION

Las caracteristicas clinicas de los 374 casos que se -
incluyeron en este estudio, son muy parecidas a lo observado
en la muestra total descrita en un trabajo realizado sobre DA
(169), por lo que se considera que es representativa del tipo
de pacientes gue se atienden por DA en las clinicas de Coyoa-
cdn y de San Jerdnimo. La metodologia de laboratorio que se -
utilizd, empled las técnicas mas actualizadas para poder iden
tificar a un mayor niimero de microorganismos potencialmente -
patdgenos, de acuerdo a las filtimas recomendaciones de la - -

OMs (160).

La frecuencia de identificacidn de gérmenes en el gru-
po de pacientes (Cuadro II) es muy parecida a lo encontrado
por otros autores tanto en nuestro pais como en el extranjero
(2,3), a pesar de que el tipo de pacientes es muy diferente:
casos no hospitalizados, con un predominio de adultos y jove-

nes y provenientes de poblacidn abiertas del area urbana. En
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cambio, la frecuencia de aislamiento en el grupo testigo fue

méds elevada a lo encontrado habitualmente en las investigacio
nes en nifos y no hubo diferencias estadisticamente significa
tivas en relacidn al grupo de pacientes, con excepcidn de Shi
gella. Este hecho ya ha sido referido por otros autores (3,170)

y dificulta la interpretacidn de un resultado positivo.

El germen que mas frecuentemente se identificd fue --
E. Coli. en nifios hospitalizados,este microorganismo se identi-
fica, en general, en tercero o cuarto lugar (2,164). En este
estudio se incluyd la identific%cién de E. coli citoxica y de
E. coli adherente. La primera fue, de las E. coli, la aislada
con mayor frecuencia. Estudios recientes han sefalado un niime
ro similar de aislamientos entre sujetos sanos y enfermos de
DA y plantean la necesidad de realizar la cuantificacidn de -
la toxina Vero o de la toxina parecida a toxina de Shigella,
para diferenciar entre ellos (171); pués se realizd un andli-
sis solamente de tipo cualitativo. Para las E. coli adheren--
tes alin hay pocas investigaciones para asignarles un verdade-
ro papel patogénico (168); en este estudio no hubo diferen- -
cias respecto del grupo control. E. coli productora de toxina
termolabil también se encontrd con una frecuencia elevada; --
sin embargo, otros autores han encontrado cifras mayores - --
(172) . Estdn pendientes de procesarse las cepas de E. coli pa
ra la produccidn de toxina termoestable; en la mayoria de los

trabajos, su frecuencia es mayor a la de las cepas producto--
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ras de toxina termola@bil (173,3). La identificacidn de cepas de
E. coli enteropatdgena se encontrd en una frecuencia menor a

lo esperado, pero no hubo diferencias con el grupo testigo.

El segundo germen mds frecuentemente aislado fue Shige
lla; el porcentaje de aislamiento fue similar a lo encontrado
en otros estudios en Mé&xico (2,172). Predomind su identifica- =
cidn en los nifios preescolares y escolares, como ya tambié&n -
se ha descrito (164). Rotavirus es el agente etioldgico mas -
frecuentemente identificado en ninos menores de 2 anos (164,
172), aungue en este estudio se identificd en segundo lugar.
Al respecto se plantea la necesidad de la aplicacidn de té&c-
nicas de cultivo de cé&lulas (MA-104) con la finalidad de ais-
lar otros virus causantes de DA, capaces de crecer en este ti
po de cé&lulas. Asi mismo , emplear las cé&lulas 293 (linea ce-
lular transformada por el adenotipos), con el objeto de inocu
lar las muestras diarreicas y aislar los adenovirus 40 y 41,
causantes de diarrea en forma importante (164). Tales té&cni--
cas, podran ser complementadas con la microscopia electrdnica
ME directa convencional con la finalidad de confirmar el diag
ndstico (175); pués la prueba de Rotazyme (ELISA) (176,177),
pudo haber disminuido su eficacia debido al decremento de la
produccidn del virus o bien a la complejidad del antigeno con
el anticuerpo local; en cuanto a &sto, el uso del radioinmuno
ensayo tambi&n seria conveniente (178). No obstante, llama la

atencidn la elevada frecuenica de identificacidn, de tales vi
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rus en el grupo control, indicando con ello una alta circula-

cidn del virus entre la poblacidn.

Del resto de la poblacidn de los microorganismos, su =
frecuencia de identificacidn fue similar a lo encontrado en -
casos hispitalizados (2,3) y sdlo se resaltaron dos aspectos:

1) la baja frecuencia de aislamiento de Campylobacter spp.; -

este germen se ha identificado mas frecuentemente en pacien--
tes hospitalizados y en cantidades semiurbanas en México - --
(170) . No se cuenta con explicacion clara para esta diferencia; -

2) la baja frecuencia de identificacién de Entamoeba histoly-

EEEEJ en otros estudios (164,173) se ha repetido este hallaz-
go, a pesar de lo cual se sigue pensando, por parte del perso
nal médico, que la DA por amiba es frecuente, lo que se refle
ja en el amplio uso de metronidazol, tal como se hace ver en

otros trabajos anteriores, concernientes a la DA (1,31).

En los pacientes con diarrea con sangre se identifica-
ron con una frecuencia significativamente mayor Shigella y E.
histolytica. Otros datos clinicos o caracteristicas de la evo
lucidn de los pacientes no permiten sospechar, con cierto gra

do de seguridad, otros tipos de microorganismos (Cuadro IV).

El estudio del moco fecal, aunque no fue analizado en
forma extensa por el bajo nlimero de algunos germenes, permite

concluir, sobre todo en los casos de diarrea con sangre, gque
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es orienta. o« el diagndstice de shlosllosis, cowo ya ha sido

mencionado {lio'},

De este scdo, la identificacidn de los rotavirus y — -

venoe =n DA, permitid

tener informacidn sobre el tipo de pa
cientes que se manejan; asi como el comprobar que la frecuen--—
cia relative de microorganismos fue muy parecida a lo referido
en otras sevies de pacientes hospitalizados, pero gue la fre--
cuencia de identificacidn en el grupo testigo fue muy alta, di
ficultando su interpretacidn. Cor los datos mencionados, se pu
do confirmar, que en la mayoria de los casos de DA, no es nece
sario practicar exdmenes de laboratorio y que los datos clini-
cos per se, no permiten tener una orientacién etioldgica, ex-
cepto en los casos de Shigella y amiba, en los que el signo --
clinico md@s orientador es la presencia de sangre en las evacua

ciones.
TRAPIMIENTC

El primer objetive del tratamiento de la gastroenteri-
tis por rotavirus, es el reemplazo de fluidos y electrolitos
perdidos por vbmito y diarrea. La administracidn de fluido in
travenoso ha sido usado con é&xito por muchos afios como trata-
miento de la deshidratacidn en diarrea. Debido a que la faci-
lidad para la administracidén de flufdos y electrolitos no han

sido facilmente disponibles en muchas partes del mundo; se --



haa bhecho esfuerzos intensos para evaluar 1a eficacia del - -

fluido oral reemplazando la terapia anterioy (101,102).

Tal terapia para la gastroenteritis por rotavirus fue ~

aexitoza, wmediante el usc de zelucioric gl
¢ sacarosa (103). En otrc estudio de rehidrataci®fn oral para

diarrea infantil de etiologia mezclada, en pacientes provisg--
tos de una solucidn de electrolitos con glucosa y un 92% de -
solucidn electrolitica con sacarosa, se observd como un trata
miento adecuado (104). El grupo experimentadc con Sacarosd =-
presentd una correccidn tardia de anormalidades electroliti--
cas, de esta manera, un gran nimero de pacientes requirieron

més de 24 hrs., de terapia. A partir de &sto, se concluye que
la sacarosa puede ser empleada como un substituto de glucosa;
no obstante, las soluciones electroliticas de glucosa son re-
comendadas. El estandar oral WHO electrolito-glucosa es una -
formula hecha con los siguientes componentes, en 1.lml de agaa
aCl, 2.5 g. MaCa, 1.5 g. 501 v 20 o de

giucosa. La eficiencia de las soluciones eleat

e {elec
trolito~glucosa) conteniendo uno u otro %0 mwol Na/litro (WHO
férmula antes mencionada) o 50 mmol Na/litro fué evaluada en
una buena alimentacidn de ninhos hospitalizados con diarrea --
aguda de varias causas, incluyendo a los rotavirus (105). Am-
bas concentraciones pueden ser establecidas como seguras y --

efectivas.
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La leche humsna, contenienas anticuerpos de rotavirus -
puede ser usada satisfactoriamente para tratamiento de ninos
inmunodeficientes por enfermedad ocasionada por infecciones -
crdnicas de rotavirus (106). En contraste, el calostro de va-
cas inmunizadas con rotavirus humano no fue efectivo para el

tratamiento de ninos con gastroenteritis aguda por rotavirus.

(107) .



PREVENCION ¥ CONTROL

Observaciones realizadas durante la epidemiologia y es-
tudios basados en hospitales de todas partes del mundo han evi
denciado la necesidad sobrefla prevencidn de la enfermedad --
causada por rotavirus (108,109). Estos han sido la causa de -
bastantes enfermedades diarreicas graves, lo cual ha requeri-
do la hospitalizacidn de nifios y jdvenes. En tales ciudades,
se han venido desarrollando enfermedades de tipc deshidrata--
cién; de lo cual afin se desconoce la elevada mortalidad que -
esta produzca. A su vez, también se han estado desarrollande
diferentes situaciones como enfermedades diarréicas que repre
sentan la primer causa de muerte durante los dos primeros - -
anos de vida. Sin embargo, el tipo de eticlogia de rotavirus
en diarrea infantil letal no ha sido demostrada formalmente,
pero se considera probable que tales virus sean los responsa-
bles de una proporcidn significativa de muertes por enfermeda
des entéricas. Los rotavirus son raramente propensos para ser
considerados como causa severa en enfermedades de deshidrata-
cidn que aln no han podido ser tratados facilmente como leta-

les.

La intencidn de obtener una vacuna antirrotavirica ha si
do con la finalidad de prevenir la gastroenteritis severa por
rotavirus durante los primeros 2 afios de vida, periodo en que

tal enfermedad es mas acentuada (110,111,109,)12)., Evidencias



60

disponibles de estudios en animales indican gue la inmunidad

intestinal local juega un papel importante en cuanto a la re-
sistencia de enfermedad de rotavirus. Tales observaciones su-
gieren que la eficacia de una vacuna antirrotavirica depende -
en gran parte, sobre la habilidad de estimulo intestinal al -
producir anticuerpos IgA y otras formas de inmunidad local. -
La efectividad de los intestinos en la estimulacidn de inmuni
dad local es el propdsito de la infeccidn involucrada en el -
sitio local. Por esta razdn, esfuerzos recientes sobre estu--
dios experimentales sobre inmunoprofilaxis de rotavirus han -
sido dirigidos hacia el desarrollo de vacunas de virus atenua

dos.

Un nimero de cuestiones comentan acerca de una estrate-
gia efectiva por inmunoprofilaxis que ha sido desarrollada. -
Asi mismo, sobre que tan efectiva es la inmunidad homotipica
en cuanto a la prevalencia, infeccidn y enfermedad. La rein--
feccidn dentro de alguno de los primeros ahos de vida, mani--
fiesta ser un evento comlin en ciertos ambientes; sin embargo,
afin se ignora que la reinfeccidn por virus sea usualmente o -
siempre representada por serotipos diferentes. En cuanto a --
las técnicas para cultivo directo de rotavirus humano in-vi--
tro, ahora pueden ser usadas para recuperar rotavirus humanos
bajo vigilancia longitudinal y determinar a cada uno de los =
serotipos aislados. Este tipo de informacidn, al mismo tiempo

que toda la descripcidn clinica detallada de cada una de las
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enfermedades asociadas con infeccidn por rotavirus, ha reque-
rido de una valoracidn en cuanto al grado y duracidn de una -

inmunidad homotipica.

Lo anteriormente expuésto ha hecho posible continuar =--
con los estudios a gran escala de nifios que fueron infectados
durante periodo neonatal, apareciendo en particular una espe-
cie de rotavirus (113). De tales pacientes experimentados ca-
si el 50% presentaron episodios diarreicos por rotavirus; - -
tres afios después un cohorte de nifios no fueron infectados --
con rotavirus por placenta (30% contra 85%); de los cuales --

ninguno de los 24 ninos infectados neonatalmente desarrollaron
severas enfermedades o reinfeccidn, mientras que 8 de 20 que
no fueron infectados neonatalmente desarrollaron severas en--—

fermedades diarreicas asociadas con infeccidn de rotavirus.

Durante los tres afhos del periodo de vigilancia, parti-
cipantes en el estudio fueron infectados posnatalmente con es
pecies de rotavirus, presentando al menos dos electroferoti--
pos, donde ninguno correspondid a la especie responsable de -
infeccidn neonatal. Las especies de rotavirus posnatales no -
fueron identificados como serotipos, pero basdndose en obser-
vaciones hechas en otros estudios es probable que al menos --
dos serotipos estan involucrados; puesto que en ambos fue ob-

servada una distribucidn corta y larga de ARN.
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ks posible que e1 50% del efecto protector se de en en-—
fermedades diarreicas, observadas en estudios realizados a --
gran escala, los cuales reflejaron una inmunidad homotipica;
no obstante, el efecto absoluto de proteccidn acerca de las -
enfermedades diarréicas severas reflejaron ambas inmunidades,

heterotipica y homotipica.

Se ha considerado que pruebas de inmunidad homotipica -
son relativamente efectivas en cuanto enfermedades diarréicas
pués como la infeccidn por rotavirus es superficial y princi-
palmente implica el epitelio del intestino, experiencias con
mutantes de otros virus que causan infeccidn en la mucosa co-
mo wirus infuenza y virus RS, han indicado que la atenuacidn
es usualmente asociada con la disminucidn en el nivel de re--
plicacidn viral en el &rgano blanco que también es el sitio -

en el que es iniciada la infeccidn (110).

De este modo, experiencias con virus mutantes atenuados
de la mucosa tambi&n indican que el decremento de la replica-
cidn estd asociada con una disminucidn de la respuesta inmu--
ne. Esto pretende obtener un balance delicado entre una ate--
nuacidn aceptable y una inmunogenicidad satisfactoria. En - =
cuanto a la eficacia protectora del tipo de determinacidn del
virus, se ha visto marginada, pues resulta dificil, pero no -
imposible al poder alcanzar un balance con un mutante que --
tenga un crecimiento significativamente menor en el intesti--

no.
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Acerca de las observaciones realizadas durante la vigi-
lancia longitudinal de ninos infectados durante el periodo --
neonatal se considera ha sido instructivo (113). Las infeccic
nes neonatales que han ocurrido en estos estudios al parecer,
han sido atenuadas, porque los sintomas primarios asintomati-
cos han sido asociados con una leve diarrea. Por lo tanto, ta
les infecciones inducen a una inmunidad de diarrea por rotavi
rus al menos durante 3 anos. De este modo, esto indica que --

una infeccidn atenuada puede ser protectora.

En cuanto a la inmunidad heterotipica, existe un cues--
tionamiento sobre los serotipos gue pueden ser incluidos en -
una vacuna de rotavirus en el orden en que provea de una maxi
ma proteccidn (114). Hay 4 serotipos de rotavirus humano reco
nocidos, pero uno de ellos, el serotipo 4, no es frecuentemen
te encontrado como una causa de tal enfermedad. Considerando
8sto, se pretende una proteccidn efectiva acerca de la gastro
enteritis infecciosa, siendo prevista por una vacuna trivalen
te (tipo 1,2,3). Asi mismo, se cuenta con la posibilidad de -
que la inmunidad heterotipica puede ser inducida por uno o --
dos serotipos para la proteccidn de la enfermedad por rotavi-

rus.

Estudios epidemioldgicos, no han sido fitiles en cuanto
el arreglo de sus productos. La reinfeccidn ocurre comunmente
durante algunos de los primeros anos de vida, desconociendo -

si la reinfeccidn es heterotipicamente primaria.
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La inmunidad heterotipica de vacas y lechoncillos geno-
bidticos ha sido demostrada entre un rotavirus animal (seroti
po 6 bovino) y un rotavirus humano (serotipo 1) (115,116,117).
La descendencia de las vacas infectadas in-{itero con rotavi--
rus bovino, resistid el desafid con rotavirus humano. Sin em-
bargo, en otros estudios con lechoncillos y vacas, la inmuni-
dad homotipica pero no heterotipica demostrd que las especies
de rotavirus son daninas; no obstante, en ciertos momentos la
gravedad de la diarrea fue reducida siguiendo el desafio hete
rotipico (118,119,120,121). De todas maneras, la inmunidad he
terotipica afectiva puede ser inducida en humanos por infec--
cidn con rotavirus animales permaneciendo en ellos para ser -
determinados. Generalmente, la inmunidad heterotipica de vi--
rus es mas trascendental que la inmunidad homotipica, y esto
puede limitar la utilidad de un "Jennerian" llevando a la in-

munoprofilaxis a los rotavirus.

Dos especies de rotavirus bovino, NCDV y UK, han sido -
evaluados por atenuacidn en humanos (122,123). Ambos fueron -
observados satisfactoriamente atenuados y escasamente inmuno-
génicos en voluntarios adultos. El primer virus adaptado al -
frio, fue un mutante de NCDV, el cual también fue evaluado en
joevenes (122,124). Los mutantes de NCDV también fueron ate--
nuados en ellos de manera individual, los cuales frecuentemen
te desarrollaron anticuerpos homotipicos y ocasionalmente an-

ticuepos heterotipicos que reaccionarin con rotavirus huma- -



nos. De este modo, la vacuna de NCDV, mostrd una proteccidn -
significativamente en cuanto a la gastroenteritis por rotavi-

rus en ninos jbévenes (124).

Hace tiempo, el mayor:obstéculo para el desarrollo de -
rotavirus humanos mutantes para uso en inmunizacidn, habia co
rrespondido a esos virus fastidiosos naturales, los cuales no
podian ser pasados seriadamente en cultivo celular. No obstan
te, después de alqunos afios tal situacidn cambid drasticamen-
te. Primero el mutante adaptado al cultivo de tejido del rota
virus Wa (serotipo 1) fue recuperado durante pases seriados -
de los virus en lechoncillos genobidticos (95). A partir de -
esto, procedimientos simples fueron desarrollados para la se-
leccidn de rotavirus mutantes humanos que crecieron eficiente
mente en cultivo celular. Ahora, mds especies de rotavirus hu

manos pueden ser cultivadas por este prodecimiento.

La primer especie de rotavirus humano (Wa) cultivable -
ha sido evaluada por atenuacidn en 10 voluntarios adultos sus
ceptibles e individuos con una cantidad baja de anticuerpos -
en suero homotipico (125,126,123). Seis de los voluntarios --
quedaron infectados y desarrollaron anticuerpos sin enfermar-
se. Estas observaciones sugieren que los rotavirus mutantes Wa
adaptados al cultivo de tejidos fueron atenuados por los adul
tos susceptibles. De todas maneras estos virus en nihos y jo-

venes susceptibles y en todo caso mantienen tal propiedad des
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pués de la replicacidn in~vivo permaneciendo para ser determi

nada.

Diferentes aproximaciones sobre el desarrollo de vacu--
nas atenuadas de especies de rotavirus ha tomado ventaja del
segmento del genoma de estos virus y su propensidn a estar so
metido a un rearreglo genético durante la coinfeccidn (110,111,
96, 127, 109,128). Una serie de virus con reacomodo genético
han sido aislados para coinfeccidn de cultivos con un rotavi-
rus animal de tipo silvestre cultivable (especie de rotavirus
bovino UK & resus) y un rotavirus humano cultivable (127,128).
Los rotavirus humanos "no cultivables" representaron a cada -
uno de los cuatro serotipos humanosg, los cuales no fueron adap
tados a un cultivo celular. El antisuero monoespecifico diri-
gido en cuanto al rotavirus animal progenitor o anticuerpos -
monoclonales dirigidos al rotavirus animal progenitor VP7,
el cual fue usado y seleccionado por virus reacomodados con -

neutralizacidn especifica de rotavirus humano.

Este procedimiento de seleccidn produjo muchos reacomo-
dos que recibieron algiin segmento del gen codificado por VP7
(la mayor proteina de neutralizacidn), para el rotavirus huma
no progenitor, ya que permanecieron 10 genes derivados por el
rotavirus animal progenitor. De esta manera, fue posible ais-
lar un solo gen de rotavirus por sustitucidn dada durante el

reacomodo, en que el gen de rotavirus para VP7 del serotipo -



1,2, & 3 presentaron antecedentes de los 10 genes de rotavi--
rus animales (127,128). De todas maneras, afin no es aclarado

el serotipo 4 reacomcdadogue contienen uno o dos genes de ori
gen rotavirus humano (129). A excepcidn de estos reacomodos -
se exhibe la especificidad de neutralizacidn del rotavirus hu

mano progenitor.

Ahora se sabe que ambos rotavirus el bovino UK y rhe--
sus son atenuados en voluntarios adultos (130,126,123). De es
to es probable que la presencia de 10 genes de rotavirus bovi
no y 10 de rhesus en el reacomodo gen&tico, resultardn atenua
dos por humanos. Posteriormente estudios de hibridizacidn de
RNA-RNA involucraron a estos rotavirus, y los cuatro rotavi--
rus humanos indican diferencias considerables entre los genes
de rotavirus bovino y rhesus asi como los genes correspondien
tes a los rotavirus humanos (131). Esto sugiere, que bajo con
diciones naturales los rotavirus de bovino, simio y huﬁano -
exhiben una especificidad en el huésped y los genes de esos -
virus son seleccionados durante un largo periocdo en cuanto a

funcidn Sptima en células o de su huésped natural.

Otras aproximaciones sobre la inmunizacidn tambi&n son
posibles. Acerca de &sto, se trata de el uso de la proteina -
viral expresada por rotavirus clonados cDNA (132). El gene -~
VP7 de los rotavirus de simio SA-11, al igual que RRV (seroti

po 3), los rotavirus bovino NCDN al igual que UK (serotipo 6)



68

y los rotavirus humanos Wa (serotipo 1) han sido clonados, y
el extremo completo o casi completo de cDNA es disponible para
la expresidn de la glicoproteina de capside externa en siste-

mas de c&lulas procariota o eucariotas (133,134,135,132).

Es poco probable que el gene VP7 producido de esta mane
ra cuenta con un estimulo primario efectivo en una respuesta
inmune intestinal, el antigeno es administradc especialmente
por via parenteral. Sin embargo, una inoculacidn parenteral -
de gene VP7 es una prueba de fuerte utilidad en cuanto a la -
preparacién de una respuesta inmune, administrando previamen-
te una vacuna de virus atenuado o favoreciendo una respuesta

inmune después de haber dado una vacuna de virus vivo (136).

Conociendo la secuencia de nucledtidos del gene VP7, pa
ra la variedad de rotavirus se ha hecho posible que otros - -
aproximen una vacunacidn involucrada con el uso de péptidos =
sintéticos que corresponden a un mayor sitio antigénico de =--
esa proteina (137,138,139); ademds, los péptidos sinté&ticos -
pueden ser preparados en cuanto sea necesario para definir la
secuencia de aminodcidos del mejor sitio antig&nico sobre el
gene VP7 (134,135). Esto puede ser realizado por varias apro-

Xximaciones gque icluyen.

(a) Una comparacién de secuencia de aminodcidos VP7 pa-
ra virus que difieren por neutralizacidn cruzada; este tipo -

de andlisis ha permitido la indentificacidn de regiones eleva
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das que frecuentemente representan mayores sitios antigénicos.

(b) E1 andlisis de secuencias de mutantes espontdneos --
que resisten neutralizacidn por anticuerpos monoclonales con
actividad neutralizante; éséos se acercan para permitir la --
identificacidn de epitopes (regiones pequefias dentro del si--

tio antigénico) al reaccionar con anticuerpos semejantes y, -

(c) La identifcacidn de elevadas regiones hidrofilicas
que ocupan un sitio exterior y accesible sobre la molécula --

del gene VP7.

Algunos de los mejores sitios antigé&nicos han sido iden

tificados por péptidos sinté&ticos que corresponden a sitios -

en la secuencia; &stos pueden ser evaluados por su utilidad
en inmunoprofilaxis. Por ejemplo, son una prueba til en la -
preparacidon de una respuesta inmune de rotavirus atenuado - -
(136, 140, 141). Un efecto con la preparacifén de péptidos sin
téticos recientes fue demostrado con poliovirus (136). En co-
nejos inmunizados con poliovirus VPl los péptidos correspon--
dieron a un mayor sitio antigé&nico no desarrollando anticuer-
pos neutralizantes; sin embargo, ellos respondieron a una ino
culacidn subsecuente que subinmunizando cantidades de virus -
desarrollaron una elevada concentracidn de anticuerpos neutra
lizantes. Tal vez como una preparacidn de un efecto fuerte --
por convertir la respuesta inmune moderada usualmente sea in-
ducida por virus mutante atenuados con una respuesta de alto

nivel, pareciéndose con los virus virulentos.
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Finalmente, la inmunizacidn pasiva ha sido considerada
como efectiva en la prevencidn de enfermedades por rotavirus
en animales (142,143,144,145,146,147,148,149,150). Estudios -
similares ahora son llevados a cabo completamente en nifos y -
jovenes con resultados prometedores. La proteccidn pasiva de
neonatos acerca de los sintomas gaétrointestinales asociados
con rotavirus en una guarderia fueron observados siguiendo la
administracidn oral de gama-glcbulina conteniendo anticuerpos
anti-rotavirus (151). Ademds, la administracidn oral de calos
tro de vaca inmunizada con rotavirus humano fué observada al
prevenir enfermedades durante una epidemia de rotavirus que -

también enfermd a nifios (107).



METODOS DE CONTROL ¥ PREVENCION DE LAS

ENFERMEDADES DIARREICAS.

En condiciones experimentales se ha demostrado que los -
anticuerpos presentes en loé intestinos confieren inmunidad =
contra los rotavirus. En los animales la infeccidn y diarrea
por rotavirus pueden evitarse mediante la ingestidn de prepa-
raciones ricas en anticuerpos contra rotavirus (143,152,149).
La inoculacidn de rotavirus por via parenteral de vacas pari-
das aumentd y prolongd la secrecidn de anticuerpos IgG en la
leche durante un plazo de hasta 28 dias. Aunque esos anticuer
pos aplazaron la infeccidn por rotavirus en los terneros lac-

tantes, no evitaron la enfermedad (153).

Seglin los investigadores, la fuerte dosis inoculada su-
perd el efecto protector de la leche. El mismo grupo llevd a
cabo un experimento similar con ovejas y sus crias como mode-
los de rumiantes. Esta vez, la dosis de virus inoculada fue 4

log menor, y protegid a los corderos (154).

Hace poco se evitd la diarrea causada por rotavirus en
los neonatos hospitalizados que permanecian en una unidad de
atencidn especial para recién nacidos por medio de la adminis

tracidn oral de IgG (151).

Actualmente se considera la posibilidad de inmunizar a

mujeres gestantes por via oral o parenteral para reforzar los



72

titulos de anticuerpos en la leche y evitar las infecciones y
la diarrea causadas por rotavirus en lactantes, especialmente

en los paises en desarrollo. (8)

En Gran Bretafia se notificd el caso de una madre lactan
te en cuya leche no se detectaron anticuerpos. El niho contra
jo diarrea causada por rotavirus a las 43 semanas, pero 9 - -
dias después del episodio se observd un aumento considerable
de la IgA especifica contra rotavirus en la leche de la madre

e IgG especifica en el suero (155).

Se considera preciso determinar la edad Sptima para la
administracidn de una vacuna contra los rotavirus. Se ha pro-
puesto la vacunacidn durante las primeras semanas de vida. --
Existen indicios no confirmados de que los nifos gue contraen
infecciones por rotavirus durante el periodo neonatal tienen
menos posibilidades de contraer enfermedades en caso de rein-

fecciones ulteriores (113).

La estrategia de la vacunacidn neonatal es prometedora,
a juzgar por los estudios con terneros vacunados in-iitero con
una cepa bovina y luego inoculades al nacer con un rotavirus
humano. La proteccidn fue mayor en los terneros vacunados que
en el grupo testigo (116). Sin embargo, antes de recomendar -
la vacunacidn neonatal hay gque tener en cuenta otros factores
como el desarrollo y persistencia de la respuesta inmunitaria

y el efecto de la lactancia natural.



Es necesario encontrar una cepa adecuada para la vacu=--
na. Todavia no es posible cultivar en altos titulos los rota-
tivirus humanos, y la replicacidn eficaz en los histocultivos
se logra sdlo después del pasaje repetido de especimenes feca
les con un gran namero de particulas. Se necesita un nuevo --
adelanto en el cultivo de rotavirus humano a fin de desarro--
llar cepas atenuadas para que las companias productoras de va-
cunas puedan disponer de grandes cantidades de virus atenua--
do, necesarias para las campafias de vacunacidn en masa que se
han propuesto. Es posible evitar esos problemas, usando un ro
tavirus heterdlogo que proporcione una proteccidn cruzada con

tra la infeccidn por rotavirus humano.

En Finlandia hace poco se realizaron pruebas de la inmu
nogenicidad e inocuidad de la vacuna oral de la cepa RIT 4237
de rotavirus bovino vivo en 20 adultos y 20 ninos (122). Una
dosis produjo seroconversidn homdloga en el 70% de los casos
seronegativos y respuesta de refuerzo en el 25% de los ninos
seropositivos. En el suero de tres ninos se comprobd la pre--
sencia de anticuerpos neutralizadores heterdlogos del rotavi-
rus humano. Los resultados de esta primera prueba de la vacu-
na son alentadores, ya que se comprobd la inmunogenicidad de
la cepa bovina administrada por via oral y la ausencia de - -

reacciones intestinales o funcionales.
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Es preciso investigar nuevos métodos de vacunacidn. Ha-
ce poco se realizd clonaje molecular de genes de rotavirus --
(156,157). Es posible que dentro de poco tiempo se logre el -
clonaje de genes o secuencias que codifiquen para polipépti--
dos que, a su vez, induzcan la aparicidn de anticuerpos neu--
tralizadores. También es posible gue con la tecnologia de re-
combinacién de ADN se obtenga un toxoide colérico/LT/ST que -
pueda combinarse con una vacuna preparada con una subunidad -
de rotavirus, administrada oralmente. Si esa vacuna no produ-
ce una concentracidn satisfactoria de anticuerpos en los in--
testinos, se podria producir cepas con modificaciones genéti-
cas que no tengan las secuencias causantes de la virulencia.
Sin embargo, hay que destacar también la importancia molecu--
lar y epidemiologia de los "pararrotavirus" descubiertos re- -

cientemente (58,158).
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COMENTARTIOS

A manera de comentario, a continuacidn se elaborarad un
desarrollo cronoldgico sobre la obtencién de la vacuna de ro-

tavirus y su aplicacidn hasta el momento en grupos piloto.

En 1986, el uso de técnicas convencionales de cultivo -
celular para mantener el crecimiento de especies de rotavirus
animal eran consideradas la gran promesa para el desarrollo -
de una vacuna efectiva de rotavirus para humanos. De este mo-
do, el aprovechamiento "Jennerian" debia inducir a una inmuni
dad adecuada de la enfermedad incluida por cada uno de los --
cuatro serotipos de rotavirus, mediante el reacomodo en la --
substitucidn de un gen para cada serotipo que estuviera dispo

nible.

En ese momento, no se habia obtenido ninguna de esas va
cunas que se consideraban como probables para prevenir enfer-
medades de gastroenteritis; esto fue debido a la carencia del
grupo A de rotavirus (también conocido como "pararrotavirus")
lo cual, causd epidemias considerables en China (179). Estos
agentes que no fueron parte del grupo antigénico comiin fueron
recuperados sdlo esporddicamente fuera de China, manteni&ndo-

los cuidadosamente para su posterior determinacidn (180).

En el transcurso del mismo ano se evalud el curso de --

utilidad de un panel de anticuerpo monoclonal para la identi_



ficacidn serotipica de m@s de 1000 estratos de rotavirus posi
tivos almacenados desde 1975. Ademd@s se realizaron anticuer--
pos monoclonales frente a la carencia de distribucidn de los

serotipos 1 y 3 aislados; con la esperanza de que la inocula-
cidn en el panel de anticuerpo monoclonal produjera un mejora

miento en la identificacidn de tales serotipos (186).

De esta manera, estudios epidemioldgicos pensaban dar -
un poco de luz a la variacidn antigénica; pues se habia obser
vado la influencia de la misma en la eficacia de vacunas de -

rotavirus.

Hasta 1988, una proporcidn considerable de episodios -=
con GE en nihos habla sido estatica y de etiologia desconoci-
da, especialmente en el area de GE adquirida por la comuni
dad. Sin embargo, en este anho, nuevos agentes etioldgicos ha-
bian sido descubiertos, tales como los adenovirus entéricos,
los cuales serian incluidos para futuras investigaciones; y a
su vez, indirectamente proveerian de mayor iformacidn detalla

da acerca de las caracteristicas de GE por rotavirus (181).

En este mismo afo, la comprensidn de un diagndstico se-
roldgico habia revelado una enorme proporcidn uniforme de GE
por rotavirus. Asi mismo, una sugerencia en cuanto a las mani
festaciones respiratorias a nivel superior en GE por rotavi--
rus las cuales eran debido a la coexistencia de dos agentes -

infecciosos diferentes, y no a los rotavirus por si mismos --



(182); no obstante esto necesitaba ser bien confirmado por in
vestigacidén de tales agentes. También, se incluian estudios

que presumiblemente contaban con métodos m&s sensibles de cul
tivo, gque podian proveer de una mayor evidencia verdadera o -
correcta para estimar la ausencia o presencia de los rotavi--
rus en el tracto superior y consecuentemente de la probabili-

dad de infecciones por rotavirus a nivel aéreo.

De esta manera, la gastroenteritis por rotavirus nosoco
mial no habia sido solamente un asunto de inconformidad en -
cuanto a los nifnos asi como de implicaciones financieras sino
que también habia presentado un reto para el apoyo a conside-
rar en cuanto a su intento higiénico. De esta manera, estu--
dios sobre los efectos de sistemas semejantes aunque difici--
les de realizar de una manera apropiada cientificamente (183),

necesitaba ser aprobado.

Estudios sobre GE por rotavirus nosocomial, incluia la
deteccidn de diferentes especies de rotavirus y serotipos; co
mo comparaciones de esto seria posible encontrar episodios ad
quiridos en la comunidad. Lo cual, indudablemente produciria
mayor informacidn detallada acerca de la epidemiologia de - -

diagndstico.

En cuanto a los progresos recientes en el cultivo de ro

tavirus humano, se habia dado la posibilidad para la medicidn
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de la respuesta inmune especifica de los serotipos (184). Del
mismo modo, estudios sobre tal correlacidén con rotavirus IgA

Yy un supuesto muy interesante de esa naturaleza adquirida por
los anticuerpos del organismo, solamente han permitido detec-
tar de los cuales gran parte han presentado un efecto protec-
tor frente a la naturaleza adquirida por la infeccidn de rota
virus, deberdn incluir la examinacidn de la respuesta inmune

serotipica gastrointestinal.

La duracidén del efecto protector relacionado con el anti
cuerpo también necesitaba investigacidn. Chiba et al. 1986 y
Hjelt et al. en 1987, tendieron a establecer una duracidn de
al menos 6 meses pero, no obstante sin probar la relacidn an-
ticuerpo; Bishop et al. en 1983 reportaron que el efecto pro-
tector de la infeccidn neonatal por rotavirus era de por lo -

menos 3 anos.

Entre otras impresiones podia producirse un enigma de -
que la mayoria de infecciones neonatales por rotavirus serian
asintomaticas mientras que algunas completamente severas. Si
esta situacidn permaneciera, podria llevar a acontecer para -
un organismo un huésped especifico debido a los factores seme

jantes de rotavirus especificos de diferente especie o tipo.

Hjelt et al. en 1987, descubrieron la edad en que por -
si mismos tenian un efecto protector en ninos y preescolares.

Sin embargo, necesitaban ser investigados preferiblemente a -



futuro en el laboratorio por estudios con medicidn directa de
interaccidn enterocito-rotavirus, no solamente en especies --
animales (181), sino tambié&n en biopsias pequenas de intesti-
no humano obtenidas para la defensa de nifios con enfermedades

gastrointestinales.

De este modo, la mayor recompensa en el campo de inves-—

tigacidn de los rotavirus era indudablemente establecer los

esfuerzos necesarios para hallar una vacuna efectiva contra -

rotavirus. Tal bojetivo se habia hecho ma&s urgente, después

de haber realizado previamente una vacuna para cahdidato RIT
4237; de este modo, hasta el momento se habia considerado man
tener alguna promesa que demostrara la ineficacia en ambien--
tes tropicales (185). Esto era una esperanza en cuanto a los

estudios con que se contaban los aspectos inmunoldgicos de in
feccidn de rotavirus (187). Al respecto, algunas observacio--
nes sobre el desarrollo de la respuesta en la mucosa adguiri-
da en cierta neutralidad en las infecciones virales y la admi
nistracidn de vacunas virales por diferentes vias, mostraba -
gue la inmunizacidn parenteral con cierta vida (virus rubeola
RA27/3), como algunas vacunas inactivadas son capaces de as--
cender, variando los niveles de respuesta en las superficies

mucosas. Esto se manifestaba al menos, por las vacunas de po-
liovirus, gue con una preparacidn parenteral con IPV (vacuna

de Polio Inactivada) seguida por una inmunizacidén oral con po
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liovacuna viva era mas efectiva; pues inducia a una elevada -
respuesta de anticuerpos en la mucosa nasofaringea que solo -

repetia la inmunizacidn parenteral con IPV.

No obstante, a pesar de la via de inmunizacidén, los ni-
veles de anticuerpo IgA de virus especifico en la nasofaringe
tenia una mejor influencia limitando la replicacidn de polivi
rus sobre una posible reinfeccidn subsecuente. Estudios en --
animales han seguido adelante con RSV (virus sincitial respi-
ratorio); los cuales sugirieron que la inmunizacidn intestinal
puede ser tan efectiva como la del tracto respiratorio indu--
ciendo una respuesta de anticuerpo IgA en el tracto respirato
rio. Sin embargo, experimentos de una reinfeccidn subsecuente
sugieren que la inmunizacidn intestinal, es determinacidn del
resultado o consecuencia del enfrentamiento subsecuente con -

el virus en el tracto respiratorio (188).

De esta manera, considerando la via de inmunizacidn; --
asi como una vacuna de RV con serotipo, potente multivalente
y pruebas mejoradas para la medicidn de potencia de la vacu-
na, ayudardn a eliminar la necesidad de preprobar la eficacia
de la vacunacidn en cada ciudad seleccionada para este fin. -
Sin embargo, tal necesidad continia para los ensayos de vacu
nas en varias ciudades debido a la patogénesis y epidemiolo--
gia de RV, asi como en la manera en que difieren los seroti--

pos de rotavirus dentro y entre las ciudades. De este modo, -
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aunque la vacunologia de los rotavirus es compleja, esto mis-
mo debe forjar a que se continfie con el conocimiento de la in
munopatogénesis.asi como de la epidemiologia de los RV, debido
a la importancia de control de la GIA por RV a nivel mundial

(189).

Hasta 1989, tres vacunas orales de rotavirus diferentes
han sido probadas en Suecia y se ha establecido su prevencidn
efectiva para la diarrea por rotavirus (190,191). Debido a --
qgue los cuatro serotipos de rotavirus son comunmente estable-
cidos en humanos, la eficacia de la vacuna presenta una medi-
da de proteccidn para cada uno de los serotipos. Dos de las -
vacunas son derivadas de los rotavirus bovinos (serotipo 6),
RIT 4237 realizadas por Smith-Kline-RIT (Rixensart, Belgium)
(190), y el WC-3 realizada en el Instituto Wistar de Philadel

phia (191).

La proteccidn frente a la diarrea por rotavirus en - -=-
dreas de prueba, con serotipos humanos fue predominante. La -
vacuna de rotavirus rhesus (RRV) especie MMV-18006 (serotipo
3), fue desarrollada en el instituto Nacional de Salubridad,
siendo efectiva en el area de pruebas donde la especie de ro-
tavirus circulante fue el serotipo homdlogo (192). Sin embar-
go, la eficacia no ha sido demostrada en pruebas que involu--
cren a ninos indios americanos en practicas de pediatras en -
el estado de Nueva York, que sugieran que el efecto de la va-

cuna pueda ser un serotipo especifico (193).
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Los resultadqs reportados de un area de prueba con RRV
en Umea, Suecia, entre Junio de 1985 y Mayo de 1986; documen-
taron una proteccidn significativa heterdloga de la misma es-
pecie (MMV-18006) de la vacuna RRV, entre dos temporadas in--
vernales. También se identificd una elevada medida de leves -
reacciones adversas de la vacuna en nifios de 5 a 12 meses de
edad. Esta observacidn llevd a que en tal prueba, la reactoge
nicidad disminuyera mientras que la inmunogenicidad fue mante
nida por la administracidn de la vacuna a ninos menores en --
una dosis 10 veces mds baja, al mismo tiempo con una solucidn

amortiguadora (189).

Posteriormente a la aplicacibn de la vacuna, fueron pre
sentadas reacciones adversas (fiebre y diarrea), que no ha- -
bian sido anticipadas previamente en estudios con esa vacuna
(194,193,195). Esas reacciones tambi&n se observaron en una -
prueba simult@neamente en Finlandia (196). El seguimiento de
este estudio ha documentado que la frecuencia de las reaccio-
nes han disminuido en nifios y jovenes sugiriendo que el fac--
tor relacionado con la edad asi como los anticuerpos maternos
pueden atenuar la respuesta a la vacuna y siendo de otra mane
ra muy reactogénica. Esos anticuerpos maternos son la clave -
de esa afinidad de los nifios con un bajo peso al nacimiento y
a su vez presentando bajos niveles de anticuerpos naturales;
por lo cual se pueden esperar el desarrollo de reacciones de

inmunizacidn adversas con rotavirus rhesus.
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Restos desconocidos presentes en madres Suecas han teni
do una baja prevalencia de anticuerpos de rotavirus que atra-

viesan la placenta.

En las pruebas de RRV se informa que la vacuna ha sido
administrada junto con una solucidén amortiguadora de bicarbo-
nato (20-30 ml.). Sus resultados indicaron que esto fue pru--
dente, pues el empleo de tal solucidn puso de manifiesto el -

incremento de la respuesta del anticuerpo en el suero.

De esta manera, en futuros trabajos serd necesario al--
canzar el mismo nivel de inmunogenicidad, pues quizds por el
incremento del titulo de la vacuna conocida en jévenes, con
anticuerpos trasplacentarios se mantuve mayor tiempo por ser
complementada con la solucidn buffer. Simultdneamente, sus --
descubrimientos sugirieron que los ninos que no habian sido -
vacunados, no serian correctamente inmunizados, a diferencia
de los alimentados por leche materna; pues la actividad neu--
tralizante en esta leche podia alterar la dosis del virus de
la vacuna que penetra al intestino. Por lo tanto, la inmunoge
nicidad de la vacuna conocida en bajas dosis podia ser signi-
ficativamente alterada con una pequena cantidad de buffer; --
asi mismo, parece probable, que la leche materna pueda tener
elevados titulos de actividad neutralizante, efecto similar a
la vacuna (181). De este modo, los regimenes alternados de va-

cunacidén necesitaran considerar el alimento del nifio.
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