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RESUMEN

Se determinaron anticuerpos antirotavirus en un
estudio de 81 sueros de nifios menores de 1 afio obteni-
dos en la consuita externa de Control de Nifios Sanos
del Centro de Salud del Amparo, en Maracaibo, Vene-
zuela,

El 33.3% resultd positivo y presentd un aumento la
positividad a medida que avanzaba la edad. Por otra par-
te, se relacionaron los casos seropositivos con la lactancia
materna, observindose un 92% de casos positives que
comprenden nifios que no lactaran o lactaron muy poco
y solo el 8% para aguellos que habian lactado toda su
vida o mds de la mitad de ella. Ademas se establecio re-
lacion en los nifios estudiados, entre la historia de dia-
trea y la presencia de anticuerpos antirotavirus, resaltan-
dose que de los 27 casos seropasitivos, el 78% sefialaron
haber tenido historia de diarrea en alguna época de su
vida y 22% sin historia de diarrea. Por el contrario los
seronegativos indicaban 31% y 69% respectivamente.



INTRODUCCION

Siendo la diarrea un problema de Salud Piblica en todo e! mundo,
constituye una enfermedad infantil de gran importancia por su alta morta-
lidad v morbilidad, ademds de provocar desnutricién y retardo en el creci-
miento, con la consecuente alteracion en el medio familiar (16). En Vene-
zuela, contintra siendo un factor principal de atencion con 1.310 muertes
para 1984, en 196.919 casos reportados, representando aproximadamente
4 muertes diarias por gastroenteritis en nifios menores de dos afies(17).
En este tipo de enfermedad, los virus juegan un papel primordial y entre
ellos los Rotavirus (12, 14).

Un agente llamado antes reovirus y ahora Rotavirus aparece como
causa mayor de enfermedades entéricas en nifios menores de 2 afos. Ei
agente ha sido visualizado al microscopio electrénico tanto en células epi-
teliales de la mucosa duodenal, como material de heces de nifias con gas-
troenteritis desde 1973 (1.a).

La infeccion por Botavirus es muy coman tanto en los paises desa-
rrollados como en los paises en desarroilo o tropicales, siendo frecuente
en los meses de invierno, sin embargo en los paises tropicales parece ser
endémica esta enfermedad {20). Los nifios sufren desde muy temprana
edad (s) y se presentan cuadros entéricos durante todo el afio, siendo mds
frecuente entre los meses de noviembre a febrero {e). Ademds se debe
tener en cuenta que esta enfermedad prevalencen factores fisicos-ambien-
tales, sociales, econGmicos y culturales, y su control depende de programas
a largo plazo, como mejoras en la calidad y abastecimiento de aguas, ser-
vicios sanitarios y educacion de la colectividad (15).

En Venezuela, en 1975 Esparza y col. (8), demostraron la existencia
de Rotavirus en heces provenientes de nifios hospitalizados en Caracas con
gastroenteritis confirmada luego por Esparza J. y Viera T.(10). En 1980,
Pellacani y Soto {19), realizaron un estudio con microscopia electronica
en Maracaibo, obteniendo un 47% de casos positivos a Rotavirus en nifios
con diarreas. Luego en 1983, Herndndez y col.{13), llevaron a cabo un
estudio seroldgico en la poblacién infantil del Estado Zulia demostrando
un 80% de positividad para Rotavirus,

Ha sido demostrado que la infeccion por Rotavirus es acompaiiada por
una respuesta seroldgica al agente causal, a cual puede medirse por dife-
rentes pruebas inmunoldgicas(s). Los estudios seroepidemioldgicos de-
muestran gue Ya infeccidn por Rotavirus afecta a nifios desde temprana
edad {s).
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Se cree que la ingestion de leche materna que contenga anticuerpos

neutralizantes contra Rotavirus puede disminuir la manifestacidn de sin-
tomas diarreicos en la mayoria de los neonatos que excretan Rotavirus {s}.
Dehido a que las investigaciones hechas hasta el momento, no dan una
clara idea sobre la posible proteccion conferida por la leche materna, el
presente estudio esta dirigido a realizar un programa en nifios menores de
un afio, para conacer:

1.— Prevalencia de anticuerpos contra Rotavirus humane, en relacidn
a la edad.

2.~ Relacidn existente entre la duracion de la lactancia materna y la
aparicion de diarreas en la misma poblacion.

MATERIAL Y METODOS

Procedimiento de muestreo:

Se analizaron 81 muestras de sueros de nifios menores de 1 afio de
edad, tomadas entre el 12-11-85 y 27-10-86 de la consulta de Control de
nifios sanos del Centro de Salud £l Amparo, Maracaibo. Estas muestras
fueron obtenidas por puncién digital, tomando tres tubos capilares sin he-
parina por cada nifio. Se centrifugd a 1.500 rpm, por 5 minutos para se-
parar el suero del paquete globular. Los sueros fueron colocados en reci-
pientes debidamente rotulados y se recogié una historia interrogando ala
madre del nifio con los siguientes datos: edad, nombre y sexo del nifio,
tiempo de lactancia materna e historia de diarrea la cual se definidé como
periodos de evacuaciones intestinales frecuentes liguidas y abundantes que
habian presentado los nifios hasta el momento de ia encuesta. Los sueros,
fueron guardados en —20°C hasta el momento de su utilizacidén, y fueron
luego analizados por el método de Inmunofluorescencia Indirecta, en un
microscopio fluorescente ZEISS TIPO D 7082 Oberkocher.

Preparacidn del Antigeno Rotavirus:

Se utilizaron células MA-104 v una vez obtenida la monacapa com-
pleta se inoculd el cultivo de células con la cepa de Rotavirus SA 11, (ob-
tenidas del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas, Caracas),
tratada previamente con una solucion 100 ug/ml de Tripsina, Acido-
clorhidrico TN en partes iguales, por una hora a temperatura ambiente.
Se inocularon 0.2 m! de la suspension viral, se permitié absorcion por una

67



hora a 37°C y luego se le anadid el medio de cultivo MEM (Eagle), el cual
contenia 2% de suero bovino fetal.

Se observg el efecto citopatogénico de tres cruces aproximadamente
a las 48 horas. Ei resto de células se desprendieron mecanicamente.

Las células fueron centrifugadas a 1.500 rpm, durante 15 minutos y
el paquete celular se resuspendi6 en 4 mi, de PBS. Fué lavado 3 veces con
PBS. Un control, constituido por células no infectadas, fué tratado de la
misma manera.

En cada lamina portaobijeto, se colocaron 8 gotas de la suspension de
células infectadas (0.02 ml, por gota). Las ldminas fueron colocadas en una
campana extractora para deshidratar dichas gotas, iuego se fijaron con ace-
tona fria por 15 minutos y se guardaron en congelacion a —70°C, hasta
SU uso,

Procedimiento de la Prueba de inmunofluorescencia Indirecta:

Las ldminas que contenian el antigeno se lavaron tres veces con buffer
de PBS a pH 7.2 al igual que las ldminas contral.

A las laminas infectadas y controles, se le afiadid una gota de suero
(sin diluir}, proveniente del paciente. Se incluyé un suero control positivo
para Rotavirus con titulo de 1:2.560, y un suero control negativo cuyo
titulo era menor de 1:20.

Las laminas fueron incubadas en camara himeda a 37°C por una hora,
luego se lavaron tres veces con buffer de PBS. Se les afiadid una gota del
conjugado Inmunoglobulina de carnero anti-lgG Humana, (Cappel Lab,
California) y fueron incubadas de nuevo, en las mismas condiciones.

Después de lavadas tres veces con buffer PBS v secadas, se les colacd
una laminilla con una mezcla de glicercl y PBS, para su cbservacién al mi-
croscopio fluarescente.

La infeccidn de las células MA 104 por el virus fué verificada por su
fluorescencia brillante citoplasmdtica, con un antisuero conjugado con
fluorescencia preparada en carnero contra el virus; mientras que las células
MA 104 no infectadas, no reaccionaron con este reactiva. Los sueros hu-
manos que fueron reportades como fluorescencia positivo, produjeron
fluorescencia clara. Todos los demds sueros fueron reportados come flus-
rescencia negativa,
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RESULTADOS

En la Tabla | se puede observar que los 81 nifios estudiados se distri-
buyeron en 6 grupos etarios, demostrandose la presencia de anticuerpos
antirotavirus en un total de 33.3%. También se resalta que a medida que
avanza la edad, aumenta la presencia de anticuerpos y ese aumento cre-
ciente comienza en 0% en edades comprendidas de 1-2 meses, hasta 69%
en edades comprendidas entre 11-12 meses. Observandose ademds, que de
los 27 casos, solo 4 de 39 fueron seropositivos en nifios hasta los 6 meses,
mientras que en nifios con 7 a 12 meses, la relacion fué 23 de 42 casos. En

TABLA |
PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTIROTAVIRUS
POR GRUPOS ETARIOS
Edad en Meses Positivos/Totales Porcentaje de
Positividad
1-2 /11 0%
34 1/14 7.1%
56 3/14 21.4%
78 6/13 46.1%
9-10 8/16 50.0%
11-12 9/13 69.2%
Total 27/81 333%

la Tabla 1i se observa que de los 27 casos seropositivos, 25 nifios lactaron
durante menos de la mitad de la edad, o no lactaron, correspondiendo a
un 92%. Por el contrario, en aquellos que lactaron durante toda su edad o
mds de la mitad de ella hasta el momento de la encuesta, solo 2 fueron
seropositivas, lo que representa un 8%.

Cuando se estudiaron los casos seronegativos, un 76% correspondid
a los nifios que lactaron mucho o regular, en cambio los nifios que no lac-
taron o que lactaron poco, dieron el 24%,

No se obtuvo ningln valor significativo, cuando se quiso relacionar la
lactancia materna con la presencia 6 ausencia de diarrea. Sin embargo, al
relacionar esta ultima con la seroconversién, encontramos gue, el mayor
porcentaje de seropositividad estd en los nifios que presentaron cuadros
diarreicos (78%), en contraste con un 22% de seropositivos sin diarrea.
Tabla I,
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TABLA 1l

SEROCONVERSION DE CASOS POSITIVOS Y NEGATIVOS,
RELACIONADOQO CON LACTANCIA MATERNA
EN NINOS MENORES DE 1 ANO

Grupo Seropositivos Seronegativos
Lactaron mucho™ 1 (4%) 26 (48%)
Lactaron regular** 1 (4%) 15 (28%)
Lactaron poco™®** 13 (48%) 8 (15%)
No lactaron 12 (44%) 5( 9%)

TOTAL 27 (100%) 54 (100%)

* Lactaron todos los meses hasta el momento de la encuesta,

** 1.actaron durante, mds de la mitad de su vida hasta el momento de la
encuesta.

**% 1.actaron durante, menos de la mitad de su vida hasta el momento de
la encuesta,

TABLA I

SEROCONVERSION DE CASOS POSITIVOS Y NEGATIVOS,
EN NINOS MENORES DE 1 ANO CON O SIN HISTORIA

DE DIARREA
Con historia de diarrea  Sin historia de diarrea 0 r
. de casos
Seropositivos 21 (78%) & (22%) 27
Seronegativos 17 (31%) 37 (69%) 54
38 (100%) 43 (100%) 81

DISCUSION

Los resultados obtenidos demuestran que los nifios sanos menores de
un afio, tienen un alto porcentaje de seropositividad a Rotavirus (33.3%)
¥ que ésta aumenta con la edad, observandose que 85% de los casos posi-
tivos corresponden a nifios de 6-12 meses y salo un 15% de los casos a
nifios menores de 6 meses.
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Estos hallazgos podrian explicarse por el hecho de que en los primeros
meses de la vida los nifios estan protegidos contra las infecciones a Rota-
virus por los anticuerpos especificos que han recibido de la madre por
transferencia trasplacentaria y a través de la lactancia (4, s, 13, 18). Por
otro lado, durante esta etapa de la vida, los nifios reciben una atencidn hi-
giénica esmerada, la cual va disminuyendo poco a poco quedando mds ex-
puestos a contraer la infeccion viral. Ademds, los nifios estudiados pertene-
cian a un barrio de bajas condiciones socioeconomicas donde una serie de
factores favorecen las infecciones tales como: desnutricion, promiscuidad
familiar, servicios pablicos deficientes, poco saneamiento ambiental y bajo
nivel educativo de la colectividad.

El papel que juegan los anticuerpos maternos en prevenir las infeccio-
nes a rotavirus en los recién nacidos, no ha sido suficientemente evaluado.
En el estudio realizado por Batnavala y col. (2) se observd una baja inci-
dencia de infeccion a rotavirus, en los recién nacidos que fueron alimenta-
dos con leche materna.

En nuestro estudio se observé una baja seropositividad en el grupo de
nifios que lactaron durante un periodo mayer. Esto podria explicarse por
la proteccion que les confiere la lactancia materna, ya que las investigacio-
nes realizadas por Ellens y col. demostraran la presencia de anticuerpos
antirotavirus en calostro y leche materna (7). '

Existen diferentes reportes sobre la susceptibilidad de los recién na-
cidos a la infeccidn por Rotavirus. En un estudio realizado en 1.056 recién
nacidos, se encontré que 32.5% de ellos excretaban rotavirus a los b dias
de nacidos{2). 40% de seropositividad se encontrd en nifios menores de
6 meses en el trabajo realizado por Sack y col. (20).
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ABSTRACT

Determination of antihodies antirotavirus in healthy infants less than one
vear. Soto Escalona A. (Seccion de Virologia, Instituto de Investigaciones
Clinicas, Facultad de Medicina. Universidad del Zulia. Apartado Postal
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1151. Maracaibo, Venezuela), Herndndez Henriquez H., Blitz de Dorfman

L. Invest Clin 28(2): 65-73, 1987.— Human Rotavirus have been demons-
trated to be an important agent in the etiology of diarrhea in children. In
order to investigate the presence of antibodies antihuman rotavirus in
apparently healthy infants, serum was obtained from 81 children between
the ages of 1to 12 months who attended the outpatients clinic at the Am-
parg Health Center in Maracaibo. The presence of antihuman rotavirus an-
tibodies was demonstrated in 33.3% of the samples, being more frequent
in the older children, Ninety-two percent of the positive samples were
from infants who were not breast-fed or were breast fed for less than one
month, The remaining positive sera was from infants who breast-fed all
their lives or for more than half of their lives. A direct relation was esta-
blished between a history of diarrhea and the presence of anti rotavirus-
antibodies in the cases studied.
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