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INTRAHOSPITALARIA POR ROTAVIRUS
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INTRODUCCION

Desde las primeras descrip-
ciones de rotavirus hechas en 1973 me-
diante microscopia electrénica hasta
ahora, se han desarrollado numerosas
técnicas para el diagndstico de estos virus
(1), entre ellas la técnica de electroforesis
del ARN virico en geles de agarosa (2, 3)
que aunque es 10% menos sensible que
la de ELISA (4), su bajo costo y buena
aplicabilidad permiten llevar a cabo la
deteccién rutinaria de estos organismos.
En el Hospital Roberto del Rio, en San-
tiago, Chile, se ha mantenido desde
1979 una vigilancia epidemiolégica de la
infeccién por rotavirus mediante la téc-
nica de electroforesis que ha permitido
acumular datos sobre la diarrea aguda
asociada a estos virus en lactantes hospi-
talizados. Ademas, desde 1984 se ha
aplicado una modificacién a dicha téc-
nica que aumenta su sensibilidad, la
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hace mis ripida, permite clasificar los
rotavirus aislados en subgrupos y diag-
nosticar pararrotavirus (5). La informa-
cidn obtenida mediante este sistema de
diagndstico rutinario constituye el mo-
tivo central del presente estudio. Por
otro lado, la frecuente aparicién de dia-
rrea intrahospitalaria asociada a rotavirus
observada durante la investigacién epi-
demioldgica fue motivo de un estudio
adicional de cuatro meses de duracién
con el fin de determinar la frecuencia de
la infeccidn por rotavirus en el hospital.

MATERIALES

Y METODOS

Entre junio de 1979 y mayo
de 1984 se estudié mensualmente una
muestra representativa de nifios de 0 a 23
meses de edad ingresados al servicio de
lactantes del Hospital Roberto del Rio
por diarrea aguda. En todos los casos la
diarrea tenia menos de cinco dias de evo-
lucién, no habia otra patologia infecciosa



asociada ni antecedentes de hospitaliza-
cién previa reciente. A cada nifio se le to-
maron dos muestras fecales en los pri-
meros dos dias de ingreso para el estudio
de rotavirus. Para medir la magnitud
general del problema de las diarreas agu-
das se utilizé como referencia el niimero
de ingresos mensuales por diarrea aguda
al servicio de lactantes del hospital.

Para la técnica de electrofore-
sis en geles de agarosa se empled una sus-
pension de 0,5-1 g de deposiciones en
agua destilada, que se trat6 primero con
fluorocarbono y luego con polietilengli-
col 2 4 °C durante toda la noche para la
precipitacion del virus. La disrupcion de
este organismo se llevd a cabo con SDS-
mercaptoetanol y se cotrié una electro-
foresis en geles de agarosa durante dos
horas; los geles se tifieron con bromuro
de etilo y se observd la aparicién de ban-
das caracteristicas en un transiluminador
de LUV (254 nm). Las muestras positivas
que presentaron interés especial se estu-
diaron con mayor precisién mediante la
purificacién del virus, extraccién del ARN
con fenol y cloroformo, y postetior elec-
troforesis-coelectroforesis en geles de po-
liacrilamida (6).

A partir de mayo de 1984 la
clasificacién de rotavirus se hizo me-
diante la técnica de rotaforesis MR desa-
rrollada por Espejo y distribuida por el
Instituto de Investigaciones Biomédicas
de la Universidad Nacional Auténoma
de México (UNAM), que consiste en la ex-
traccién directa del ARN virico de una
gota de heces, electroforesis en pequefios
geles de poliacrilamida y tincién de estos
con nitrato de plata. Este patrén electro-
forético permite distinguir claramente
los rotavirus cortos (subgrupo I), largos

(subgrupo II) y los pararrotavirus. Esta
técnica se empled para clasificar los ro-
tavirus detectados desde 1982 hasta 1984
en muestras que se habfan mantenido
congeladasa —20 °C (5, 7, 8).

De septiembre a diciembre de
1983 se realizd un estudio de segui-
miento durante cuatro meses en una sec-
cion del servicio de lactantes, formada
por tres salas con siete camas cada una,
con objeto de investigar la infeccién in-
trahospitalaria. A su ingreso, a cada nifio
se le tomaron dos muestras de heces en
dias sucesivos, cualquiera que fuera la
causa de hospitalizacién. En caso de pre-
sentar diarrea intrahospitalaria se repitié
la recoleccién de muestras. Este tipo de
diarrea se definié como la presencia de
deposiciones disgregadas o liquidas, o
ambas, en mis de una ocasién durante
dos o mis dias, después del quinto dia de
hospitalizacidén, que estuvieran acom-
pafiadas o no de fiebre, vémitos y com-
promiso del estado general, cuando los
nifios habian normalizado sus deposi-
ciones durante dos dias o mis. De las
bacterias enteropatdgenas solo se estu-
diaron Shigella y Salmonella por las téc-
nicas habituales. No se investigdé la
presencia de Escherichia coli, entero-
parisitos ni otros agentes patdgenos in-

testinales.
RESULTADOS

En el periodo de 1979 a 1984
se estudiaron 1 033 lactantes hospitaliza-
dos con diarrea aguda de los cuales
26,8% fueron positivos para rotavirus.
La frecuencia de estos organismos fue
similar entre los nifios de 6 a 23 meses de
edad, con una disminucidén estadistica-
mente significativa en lactantes menores
de seis meses (cuadro 1).

Se observé que durante las
€pocas calurosas aumentaba el niimero
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CUADRO 1. Deteccidn de rotavirus en laciantes
hospitalizados por diarrea aguda segun la edad,

CUADRO 2. Deteccion de rotavirus en lactantes
hospitatizados por diarrea aguda, segin la estacion

junio de 1970 a mayo de 1984 del afio, junio de 1979 a mayo de 1984
Edad Casos Rotavirus positivo Casos Rotavirus positivo
(en meses) No. No. % Estacion No. No. %

0-2 282 45 16 Verano 351 76 21,6
35 356 85 23.8 Qtofio 234 80 34,1
6-8 186 70 376 Invierno 123 32 26,0
9-11 94 35 37,2 Primavera 325 89 27,3

12-23 115 2 365 Total 1033 277 %8
Total 1033 277 26,8

0-5m Z:59 p<0,001.

de hospitalizaciones por diarrea aguda,
pero no se producia un aumento paralelo
en el hallazgo de rotavirus, cuya frecuen-
cia oscild entre 0 y 80% durante todo el
afio (figura 1). Los rotavirus se detectaron
en todos los meses, si bien fueron mis
frecuentes en junio y noviembre. Sin em-
batgo, si se consideran las cifras absolutas
de aislamiento, las épocas de mayor de-
teccién correspondieron a la primavera y
al otofio, con una frecuencia mayor, es-
tadisticamente significativa, en esta al-
tima estacién (cuadro 2).

COtofio: 22,82 p<0,005.

La clasificacidn de rotavirus se
llevé a cabo en 291 muestras de deposi-
ciones positivas obtenidas de lactantes
hospitalizados con diarrea entre 1982 y
1984 entre las que se encontraron 237 vi-
tus largos, 31 virus cortos y un pararro-
tavirus que correspondi6 a un nifio hos-
pitalizado por diarrea aguda en 1983. En
23 casos no se pudo catalogar el subgrupo
de rotavirus porque las bandas fueron

FIGURA 1. Niamero de lactantes hospitalizados eon diarrea aguda y porcentaje de proteccion de rotavirus,
junio de 1984. (En septiembre de 1980 y en algunos meses de 1981 el ndmero de muestras

fue insuficiente para la deteccion de rotavirus)
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muy tenues o no se visualizaron. La fre-
cuencia y distribucién por mes se mues-
tra en la figura 2. Entre los lactantes con
diarrea intrahospitalaria diagnosticada
entre julio de 1983 y junio de 1984, 60
muestras resultaron positivas para ro-
tavirus; en 50 de ellas se encontraron vi-
rus largos (83%), en cinco cortos (8,3%)
y en cinco casos no fue posible la catalo-
gaciébn por no contarse con suficiente
muestra. Durante ese periodo se detec-
taron 124 casos de infeccién por rotavirus
en los ingresos por diarrea aguda, cuya
clasificacién fue: 100 largos (80%), 15
cortos (12%) y nueve no clasificados,
ademds del pararrotavirus ya sefialado.
En la figura 3 se observan los
diferentes patrones de migracion electro-
forética correspondientes a los rotavirus
largos, cortos y pararrotavirus. La mayor
movilidad de las bandas 10-11 definen
al rotavirus largo en relacién con el corto;
ademas, se pueden observar diferencias
en las bandas 2-3 y 5-6. El pararrotavirus
tiene un electroforetipo completamente

diferente, lo que se confirma con la
coelectroforesis con rotavirus largos y
cortos, en que solo coinciden algunas
bandas.

La infeccidén intrahospitalaria
se estudid en 139 nifios hospitalizados
entre septiembre y diciembre de 1983;
de ellos 16 (11,5%) presentaron diarrea
intrahospitalaria; en 12 casos se aisld ro-
tavirus y solo en uno se detectd Shigella
(cuadro 3). Todos los nifios tuvieron exi-
menes de heces negativos para rotavirus y
Shigella al ingreso.

Durante los cinco afios del es-
tudio se encontraron cuatro casos que
presentaron dos infecciones sucesivas por
rotavirus con un intervalo de aproxima-
damente un mes. En dos de ellos el pa-
trdn electroforético de los virus aislados
de la primera y segunda infeccién fue el
mismo; en los otros dos no fue posible

FIGURA 2. Catalogacion de rotavirus mediante rotaforesis de muestras positivas obtenidas de nifios hospitalizados

con diarrea aguda, enero de 1982 a junio de 1984
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FIGURA 3. Electroforesis de rotavirus largo (L), corto (C)
y pararrotavirus (PR) en geles de poliacrilamida. Las columnas
B y D corresponden a coelectroforesis de pararrotavirus
con rotavirus largo y corto respectivamente

CUADRO 3. Etiologia y frecuencia de la diarrea
intrahospitalaria en 139 lactantes hospitalizados
con diarrea, septiembre a diciembre de 1983

Al momento de Diarrea

ingreso intrahospitalaria
Enteropatégeno No. % No. %
Rotavirus 42 30,2 12 75,0
Shigella 15 10,8 1 6,2
Salmonella 1 0.7 0
Ninguno 81 58,3 3 18,8
Total 139 100,0 16 11,8

hacer el estudio por no contarse con
muestra suficiente.

DISCUSION

Estos resultados representan
una vision parcial de las caracteristicas de
la infeccién por rotavirus en toda la co-
munidad, ya que el estudio se realizo en
nifios hospitalizados, lo que constituye
una poblacién seleccionada por su mayor
gravedad.

La frecuencia de rotavirus fue
similar a la descrita por otros autores (9),
sin embargo, dado que la técnica utili-
zada es menos sensible que la de ELISA, se




puede suponer que los resultados del es-
tudio son 10% mas bajos que las cifras
reales (4). Se ha encontrado también la
misma frecuencia de rotavirus segiin la
edad, a excepcidn de los nifios menores
de seis meses, en pacientes ambulatorios
con diarrea aguda (70). El hecho de que
la frecuencia de rotavirus fuera menor en
nifios que afin no habian cumplido los
seis meses podria deberse al efecto pro-
tector de la lactancia materna o a una
menor susceptibilidad a la infeccién por
rotavirus a esta edad que diera origen a
una mayor proporcidon de infecciones
asintomiticas. Se ha demostrado que la
leche materna protege contra diatreas
bacterianas y parasitatias (11 ) pero en lo
que se refiere a la proteccidn especifica
contra diarreas viricas la informacién es
contradictoria (12, 13).

El aumento caracteristico del
namero de hospitalizaciones por diatrea
aguda durante las €pocas calurosas (véase
figura 1) no se correlaciona con el porcen-
taje de deteccidén de rotavirus y no se ob-
servd que hubiera predomlmo de estos
organismos en invierno como se ha
descrito para climas templados (7). En
efecto, el virus se aislé durante todo el
afio y con mayor frecuencia en otofio y
primavera (véase cuadro 2). Estos resulta-
dos avalan la hipdtesis de que las diarreas
de verano son predominantemente bac-
terianas, pero el alto porcentaje de ro-
tavirus detectado en lactantes hospitali-
zados por diarrea en esa época harfa
sospechar la existencia de infecciones
mixtas. Estas podrfan ser mids graves,
aumentarian el riesgo de deshidratacion
y explicarfan el mayor porcentaje de hos-
pitalizaciones en é€pocas calurosas. Sin
embargo, en este estudio no se encontrd
que la gravedad de los cuadros diarreicos
aumentara por la presencia de mis de un
agente enteropatogeno en las deposi-
ciones (14).

Ante la diversidad de criterios
de clasificacién de rotavirus, la Organiza-

cién Mundial de la Salud ha propuesto
una clasificacién en serotipos y subgru-
pos (15) basada en la estructura, ya que
en la actualidad se sabe que los serotipos
de importancia inmunoldgica, y que
pueden medirse mediante técnicas de
neutralizacién, estin determinados por
una proteina de la cubierta externa del
virién (VP 7). Por el contrario, los subgru-
pos determinados por ELISA y otras técni-
cas dependen de VP 6, que es una pro-
teina estructural de la envoltura proteica
interna (16). Por otra parte, estudios
electroforéticos del 4cido nucleico virico
han mostrado que el subgrupo I corres-
ponde al patrén electroforético corto y el
subgrupo II al largo (17). Asimismo, se
ha establecido que el serotipo 2 coincide
con el subgrupo I, mientras que los
serotipos 1, 3 y 4 integran el subgrupo II.
La gran variedad de patrones electro-
foréticos descrita no permite establecer
una identidad entre serotipos y electro-
foretipos (8, 18), pero estos tltimos pue-
den ser fitiles como marcadores genéticos
para estudios epidemiolégicos (79).

En los rotavirus aislados de los
casos ingresados con diarrea aguda, asi
como de aquellos que la adquirieron
dentro del hospital, hubo un franco pre-
dominio del subgrupo II (largo) durante
todos los afios del estudio, con esporadi-
cas apariciones del subgrupo I. Si bien
este hecho difiere de lo expresado por
otros autores (20) en cuyos estudios la
frecuencia de los subgrupos vari6 en afios
sucesivos, parece ser que el subgrupo II
es, por lo general, el mas frecuente. Al
respecto, la semejante distribucién de
subgrupos de rotavirus entre los casos ad-
quiridos dentro y fuera del hospital ob-
servada en 1983-1984 permitiria suponer
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que, a diferencia de lo que ocurre con la
flora bacteriana, no existen rotavirus pro-
pios del ambiente hospitalario, sino que
estos son simple reflejo de lo que sucede
en la comunidad. Serfa de mayor valor
poder conocer la predominancia de los
distintos serotipos, si bien las técnicas
para serotipificacién son mis complejas.
En este contexto, los resultados obteni-
dos en este estudio representan una pri-
mera aproximacion al problema, cuya re-
solucién tequiere definir con mayor
claridad el grado de inmunidad cruzada
que existe entre los diferentes serotipos
de rotavirus.

La transmisidn de la infeccién
por rotavirus se realiza fundamen-
talmente por via fecal oral, aunque tam-
bién se han planteado otros mecanismos
(21). La difusion de la infeccién por ro-
tavirus dentro del servicio hospitalario
pediatrico estudiado fue bastante alta
(véase cuadro 3), ya que en iguales cir-
cunstancias, otro enteropatdgeno como
Shigella, cuyo mecanismo de transmisién
demostrado es también fecal oral, se aisld
en un solo caso. Si se toma en considera-
cién que en la actualidad se cree que
existe inmunidad cruzada entre los distin-
tos serotipos de rotavirus humanos entre
si, e incluso con algunos rotavirus de ani-
males, se podria suponer que los nifios
que ingresan con rotavirus tienen menos
posibilidades de sufrir una nueva infec-
cién por ese organismo en su hospitaliza-
ciébn (22}, aunque también podrian estar
inmunes por haber tenido una infeccién
previa a su ingreso en el hospital. Sin em-
batgo, tal vez el primer calculo sea mis
fiel que si se considera en el denomina-
dor a todos los ingresos. Asi, el riesgo de
la infeccién nosocomial puede calcularse
de la siguiente manera: de los 139 lac-
tantes estudiados se sustraen los 42 casos
ingresados con rotavirus (véase cuadro 3),
lo que deja 97 lactantes susceptibles de
contagiarse con ese organismo; de estos,
12 nifios adquirieron el virus en el hospi-

tal, por lo que el riesgo de infeccibn es de
12% (12/97). Si se hace un cilculo simi-
lar para Shigella, el riesgo es de solo
0,8% (1/24). Esta mayor contagiosidad
del rotavirus en relacién con Shigella po-
dria set un argumento a favor de la trans-
misidn aérea del virus. Sin embargo,
pueden intervenir otros factores como
dosis infectiva minima, sobrevida del
agente en el medio, nimero de contac-
tos, edad del susceptible, etc., que hacen
dificil sacar conclusiones sobre el me-
canismo de contagio.

En este estudio solamente se
pretendié medir la magnitud del pro-
blema de la diarrea intrahospitalaria por
rotavitus; investigaciones futuras estu-
diardn los distintos factores que deter-
minan el riesgo de adquirirla, tales como
duracion de la hospitalizacién, lactancia
materna, edad, presencia de anticuerpos,
tipos de rotavirus, etc.

En la actualidad no se sabe
qué grado de inmunidad proporciona
una infeccidén por rotavirus para prevenir
infecciones futuras. Se han informado
casos subclinicos de infeccién por ro-
tavirus (23), pero es raro que estos of-
ganismos sean causa de dos episodios
diarreicos sucesivos. Por esta razén, se
considerd estudiar a cuatro lactantes que
en un lapso de hospitalizacién menor de
un mes presentaron dos episodios dia-
rreicos con rotavirus en las deposiciones,
y es interesante hacer notat que aunque
no exista relacion estricta entre electrofo-
retipos y serotipos, dos casos eliminarin
nuevamente el mismo electroforetipo
virico después de una semana de me-
jotia. Esto podria explicarse por el hecho
de que el subgrupo II comprende tres
serotipos (16) y, por lo tanto, las infec-
ciones sucesivas podrian deberse a distin-
tos serotipos. Sin embargo, si se plantea



la existencia de inmunidad cruzada entre
los serotipos, este ejemplo seria un argu-
mento en contra. La informacién acumu-
lada desde 1979 sobre casos de infeccién
por rotavirus adquirida en la comunidad
o en el hospital sugiere que es poco fre-
cuente observar dos infecciones sintomi-
ticas por rotavirus, lo que lleva a suponer
que hay cierto grado de inmunidad cru-
zada que harfa que las reinfecciones ten-
dieran a ser leves o asintomiticas. Esto es,
por lo demas, la base del desarrollo actual

de las vacunas antirrotaviricas (16, 24).

RESUMEN

En Santiago, Chile, entre
1979 y 1984 se investigd, mediante la
técnica de electroforesis del ARN virico, la
infeccion por rotavirus en 1 033 nifios
menores de dos afios hospitalizados por
diarrea en el servicio de pediatria del
Hospital Roberto del Rio. La aparicién
frecuente de diatrea intrahospitalaria
causada por rotavirus fue motivo de un
estudio adicional de seguimiento en 139
nifios hospitalizados entre septiembre y
diciembre de 1983. En total, el 26,8%
de los 1 033 ingresos fue positivo para ro-
tavirus con porcentajes mis altos entre los
nifios de 6 a 23 meses de edad y signifi-
cativamente menores en los lactantes de
0 a 5 meses. Si bien los casos de diarrea
aguda aumentaron en las épocas caluro-
sas, los rotavirus se detectaton durante
todo el afio, con mayor frecuencia en
otofio y predominio del subgrupo II. Un
estudio preliminar de seguimiento intra-
hospitalario indicé que el 11,5% de los

139 lactantes hospitalizados presentd
diarrea nosocomial causada en el 75% de
los casos por rotavirus. Se concluye que

radac icrif "
estos resultados justifican investigaciones

mas profundas sobre la frecuencia de
infecciones intrahospitalarias por rota-
virus. O
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SUMMARY

HOSPITAL-ACQUIRED
ROTAVIRUS INFECTION IN
BREASTFEEDING INFANTS
IN SANTIAGO, CHILE

In Santiago, Chile, between
1979 and 1984, rotavirus infection in 1 033
children under two years of age hospitalized
with diarrhea in the pediatric ward of the Ro-
berto del Rio Hospital was studied by the
technique of viral RNA electrophoresis. The
frequent occurrence of hospital-acquired di-
arrhea caused by rotavirus prompted an addi-
tional follow-up study of 139 children hospi-
talized between September and December
1983. Altogether, 26,8% of the 1 033 admis-
sions tested positive for rotavirus, with the
petcentages highest among children 6 to 23
months old and significantly lower in breast-
feeding infants 0 to 5 months old. While the
cases of acute diarrhea rose during the warm
season, rotavirus was detected throughout
the year, predominantly in the fall and in
subgroup II. In a preliminaty in-hospital
follow-up study it was found that 11,5% of
the 139 hospitalized breastfeeding children
presented hospital-acquired diarrhea caused
by rotavirus in 75% of the cases. It was con-
cluded that these findings justify further re-
search on the frequency of hospital-acquired
rotavitus infection.

RESUMO

INFECCOES HOSPITALARES
POR ROTAVIRUS EM
LACTENTES, SANTIAGO,
CHILE

Em Santiago, Chile, entre 1979 ¢
1984 investigou-se, mediante a técnica de
eletroforese do ARN virdtico, a infe¢gdo por
rotavirus em 1 033 menores de dois anos hos-
pitalizados por diarréia no setvico de pe-
diatria do Hospital Roberto del Rio. O apa-
recimento freqiiente de diarréia hospitalar
causada por rotavirus foi motivo de um outro
estudo de acompanhamento em 139 criangas
hospitalizadas entre setembro e dezembro de
1983. No total, 26,8% dos 1 033 pacientes
apresentaram resultado positivo ao rotavirus,
com percentagens mais altas nas criancas de 6
a 23 meses e significativamente menores nas
de 0 a 5 meses. Embora os casos de diarréia
aguda tenham aumentado nas épocas quen-
tes, os rotavirus foram detectados durante
todo o0 ano, principalmente no outono, € com
predominio do subgroupo II. Um estudo pre-
liminar de acompanhamento hospitalar indi-
cou que 11,5% dos 139 lactentes hospitaliza-
dos apresentaram diarréia nosocomial, sendo
75% dos casos provocados por rotavirus.
Conclui-se que esses resultados justificam
pesquisas mais profundas sobre a freqiiéncia
de infecgdes hospitalares por rotavirus.
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RESUME

INFECTION .
INTRAHOSPITALIERE
PAR ROTAVIRUS CHEZ
LES NOURRISSONS

A SANTIAGO DU CHILI

A Santiago du Chili, entre 1979
et 1984, il a &€ procédé a des travaux de re-
cherche selon la technique de 1'électropho-
rése sur I'infection par rotavirus sur 1 033 en-
fants de moins de deux ans hospitalisés pour
cause de diarrhée au Service de pédiatrie de
I'Hépital Roberto del Rio. Lapparition fré-
quente de diarthée intrahospitaliére causée
par rotavirus a &€ A 'origine d’une éwude
supplémentaire de suivi sur 139 enfants hos-
pitalisés entre septembre de décembre 1983,
Au total, 26,8% des 1 033 enfants hospita-

lisés ont eu une réaction positive au test du
rotavirus, les pourcentages observés ayant été
les plus élevés chez les enfants 4gés de 6 4 23
mois et sensiblement plus faibles chez les en-
fants de cinq mois ou moins. Bien que les cas
de diarrhée aient augmenté pendant les sai-
sons chaudes, le rotavirus a &té détecté woute
I'année, avec prédominance en automne et
sur le sous-groupe II. Une premire étude de
suivi intrahospitalier a indiqué que 11,5%
des 139 nourrissons hospitalisés présentaient
une diarrhée contractée 4 |'hdpital et causée
dans 75% des cas par rotavirus. I est conclu
que ces résultats justifient des recherches plus
approfondies sur la fréquence des infections
intrahospitali€res par rotavirus.



