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Objetivos. Determinar si las variaciones de temperatura, humedad y precipitacion inciden sobre la prevalencia de
rotavirus y adenovirus y sus patrones electroforéticos en nifios menores de cuatro afnos en la ciudad de Santafé de

Bogota.

Materiales y Métodos. Se recolectaron 494 muestras de materia fecal diarréica de ninos menores de cuatro afos en
cinco centros pedidtricos de Santafé de Bogotda, entre los meses de junio de 1996 y junio de 1998; a todas clias o
les determind la presencia de rotavirus mediante prueba de ELISA, (Kallestad). Para adenovirus 208 fueron probadas
por el estuche comercial Dako; de las muestras positivas para rotavirus, 104 fueron electroferotipificadas mediante
el andlisis del corrido de sus bandas de acido ribonucléico.

Resultados. La prevalencia de rotavirus fue del 32% y del adenovirus fue del 18.5%. Se determinaron seis patrones
electroforéticos demostrando moderada variabilidad genética. Se demostré que las variables climédticas estudiadas,
no inciden en la prevalencia viral ni en la variabilidad del rotavirus.

Discusion. Las variaciones climaticas en paises con estaciones afectan la presencia viral promoviendo compor-
tamientos epidémicos dentro de la poblacion. En paises tropicales donde no existen estaciones tan definidas, los
virus entéricos tienen un comportamiento endémico, con picos epidémicos probablemente por la aparicion de

nuevas cepas. (MEDICAS UIS 2000;14:24-9).

PALABRAS CLAVE: Rotavirus, Adenovirus, Temperatura, Humedad, Precipitacion.

INTRODUCCION

Dentro de los agentes virales que producen Enfermedad
Diarréica Aguda (EDA) se encuentran los Rotavirus (RTV),
virus ARN de doble cadena con un didmetro aproximado de
70 nm. El virus completo posee unacapside externa formada
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porlas proteinas VP7y VP4 que le danlacapacidad de fusion
y penetracion a la célula. Su cdpside interna posee la
proteina VP6 que le da su antigenicidad y los clasifica por
grupos de la letra A a la F. El genoma segmentado al ser
estudiado con técnicas de electroforesis en gel de poliacril-
amida, presenta 11 bandas de corrido conocidas como
patrén electroferotipico. Los RTV del grupo A poseen un
corridocaracteristico de4:2:3:2, que es utilizado en estudios
epidemioldgicos para caracterizar el virus en patrén corto o
largo y evidenciar las variantes genotipicas presentadas por
las diferencias en el corrido de las bandas, lo que puede ser

causado después de procesos de rearreglo de segmentos o
de mutaciones virales'?,

El segundo agente causal de ladiarrea viral es el Adenovi-
rus (Ad) entérico, virus ADN envuelto con didmetro aproxi-
mado de 75 nm, su cépside posee 240 capsémeros desde
donde se proyectan 12 pentones que le dan la capacidad de
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adherencia y antigenicidad viral. A nivel de sistema diges-
tivo, se hareportado que produce entrecel 3y el 15 % de casos
de diarrea en niflos**, aunque ha sido tradicionalmente
conocido por sus implicaciones en problemas respiratorios
y de conjuntivas®.

En la gastroenteritis de origen viral, el clima parece jugar
también un papel importante, principalmente en paises que
presentan estaciones. Existen varios reportes con respecto
a si los RTV y Ad se presentan més en invierno que en
verano, en épocas de lluvia o de sequfa 0 en momentos de
mayoro menor humedad. Unarticulo publicado por Patwari
y cols®, presenta el comportamiento viral con respecto a
variables climdticas de temperatura, humedad y precipi-
taciénen Nueva Delhi, India, mostrando c6mo en paises que
presentan estaciones, la infeccién por rotavirus se asocia
con los momentos de invierno y primavera; pero en paises
cercanos alalineaecuatorial, el RTV se presentatodo el afio
en forma endémica con pequefios picos epidémicos cuando
las condiciones virales, ambientales, climaticas y sociales
asi lo permiten. Si bien esta hipétesis parece cierta, no se
conoce aiin cual de estas condiciones alteran este compor-
tamiento endémico y por qué en paises con estaciones, las
epidemias son mds predecibles pues se asocian con las
variaciones climaticas.

La relacion del RTV con periodos de invierno, ha sido
demostrada por algunos autores™'; sin embargo, también
existen reportes contrarios que muestran una mayor inci-
dencia de estos virus en verano, asi como reportes de paises
ecuatoriales en los que la infeccién se presenta en los meses
de noviembre, diciembre y febrero sin que exista alli una
estaciéninvernal'''>. En Colombia, noexistenreportesde la
asociaciénde RTV nide Ad conel climay por consiguiente,
no hay registros de la presencia de estos con respecto a los
factores climaticos como latemperatura, humedad y precipi-
tacién. El objetivo de este trabajo fue el de conocer la
incidencia de estos virus en nuestra poblacién, clasificar los
RTV mediante sucomportamiento electroforético y determi-
nar la asociacién de ambos virus entéricos con las varia-
ciones climdticas como la temperatura, humedad y precipi-
tacion.

MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS

Serecolectaron de formaaleatoria494 muestras de materia
fecal diarréica de nifios menores de cuatro afios que asis-
tieron a centros pediétricos de diferentes lugares de Santafé
de Bogot4, entre los meses de juniode 1996y junio de 1998;
las muestras fueron alicuotadas y congeladas a -4°C hasta
su utilizacién.

DETERMINACION VIRAL

La deteccién del RTV y del Ad serealizé por latécnicade
ELISA (Kallestad, Pathfinder y Dako, USA respectiva-
mente); el total de las muestras fueron analizadas para
detectar RTV y a s6lo 209 de estas mismas muestras,
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elegidas alcatoriamente, se les determinG Ad. De las mues-
tras positivas para RTV, se escogicron 104 aleatoriamente,
las que fueron procesadas para determinar el electroferoti-

po.

EXTRACCION DEL ACIDO RIBONUCLEICO VIRAL

La materia fecal diarréica se centrifug6 durante cinco
minutos a 2500 rpm a 4°C; 300 pl de sobrenadante fueron
mezclados con 900 pl de trizol (GIBCO ref 10296-028), e
incubados a 20°C por cinco minutos. Luego le fueron
adicionados 240 pl de cloroformo, se agit6 e incub6 durante
15 min y se centrifugé a 12000 rpm a 4°C. Al sobrenadante
obtenido se le adicioné 600 ul de alcohol isopropilico, se
incubé por 10 min y se dejé en reposo durante una hora a
menos 20°C. El precipitado se lavé con etanol frio al 75% y
se centrifugé para eliminar el etanol. Finalmente, al precipi-
tado se le agreg6 5 pl de SDS (Duodecil Sulfato de Sodio) al
0.5%, se mezcl6 y se calentd a 57°C por cinco minutos.
Inmediatamente después se le adiciond el buffer de carga
(azul de bromofenol al 0.05%, sacarosaal40%,EDTA 0.1 M
ySDS al0.5%).

CARACTERIZACION ELECTROFORETICA

Se trabajé con electroforesis en gel de poliacrilamida de
acuerdo al protocolo de Laemli®, el corrido se realizd en
cdmara vertical de 16 por 18 cm?; la concentracién de la
poliacrilamida fue de 6% para el gel separador y de 4% para
el gel concentrador. Las condiciones del corrido fucron de
seishorasa 150V enbufferde tris HClal 0.25M y clicinaal
0.192M. Latinciénde los geles serealizé connitrato . plata
durante 40 min"*15,

DATOS DE TEMPERATURA, HUMEDAD Y
PRECIPITACION

Los datos de las variables climaticas fueron tomados de
los reportes elaborados en el IDEAM (Instituto de
hidrologia, meteorologia y estudios ambientales de Suntafé
de Bogotd), durante los 24 meses del estudio. Los reportes
de temperatura se obtuvieron en grados centigrados, la
precipitacion en milimetros y la humedad en porcentaje.

ANALISIS DE DATOS

Con los valores de las variables climdticas reportadas se
calcularon los promedios mensuales y se elaboré una base
dedatosenExcel 3.0enlaque se determinaron los resultados
de positividad o negatividad a los virus y el patrén electro-
forético correspondiente. Con los datos recopilados se
realiz6 una distribucién de frecuencias y andlisis descripti-
vo de las variables. Se aplicé una prueba de hipétesis para
el andlisis de la recta de regresién con el fin de comprobar
si existia relacién entre las variables y la presencia viral en
la poblacién.

RESULTADOS

PRESENCIA DE VIRUS EN LAS MUESTRAS
Del total de 494 muestras, 158 fueron positivas para RTV
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(A2%). De las muestras seleccionadas para ln determinacion
de Ad, 28 fueron positivas para éste (18.5%). La tabla |
muestra lapresenciade RTV y Ad en las muestras asf como
Ja presencia de ambos virus simulténecamente en cuatro de
las muestras analizadas.

Tabla 1. Presencla de rotavirus y adenovirus en 209 muestras
analizadas; obsérvese la presencla de cuatro muestras posi-
tivas para ambos virus, 28 muestras positivas para adenovirus
y 50 para rotavirus.

Ad' Positivo Ad Negativo Total
RTV* Positivo 4 46 50
RTV Negativo 24 135 159
Total 28 181 209

*RTV: Rotavirus.
1Ad: Adenovirus.

PRESENCIA DE LOS ROTAVIRUS Y ADENOVIRUS
CON RELACION A LAS VARIABLES CLIMATICAS

Los resultados obtenidos fueron relacionados con cada
una de las variables sin tener en cuenta el mes del muestreo,
ya que varios meses pueden compartir un mismo promedio
de temperatura, humedad o cantidad de agua de lluvia
medida enmilimetros. Noexiste relaci6n significativa entre
las variables climéticas y el aumento en el niimero de casos
de diarreas virales en los nifios en Santafé de Bogota conun
95% de confianza (Figuras 1,2y 3).
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Figura 1. Comportamiento de la presencia de rotavirus y
adenovirus con respecto a la temperatura.

Al observar el comportamiento de la presencia viral con
respecto ala temperatura se observa que para RTV hay altos
porcentajes de positividada 13, 13.5, 14.8 y 15.2°C, y bajos
porcentajes de positividad a 14.4°C. Para Ad, a 14.3°C se
presenta el mayor porcentaje de positividad mientras que el
menor a 14.6°C. Estos resultados al igual que los de la
humedad y precipitacién no presentan tendencias ascen-
dentes ni descendentes en las variables climdticas con
relacién a la presencia viral, lo que lleva a pensar que no
existe unarelacién entre ellos. Esta hip6tesis fue comproba-
da estadisticamente por el anélisis de regresion asi: para la
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Figura 2. Comportamiento del rotavirus y adenovirus con
respecto a la precipitacion.

relacién entre RTV positivo y temperatura, la probabilidad
seestimé en 0.423 (42.3%); para la precipitacidn, la proba-
bilidad fue de 0.82 (82.9%) y para la humedad fue de 0.18
(18.8%). Al dar todos los datos valores superiores al 0.05
(5%), se acepta la hipétesis nula, comprobando que Ia
presencia de RTV en nifios menores de cuatro afios no estd
r'glacionada con las variables estudiadas. Este mismo andli-
sis se realiz6 para Ad y para los patrones electroferotipicos.
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Figura 3. Comportamiento de la presencia de rotavirus y
adenovirus con respecto a la humedad.

CORRELACION DE LOS PATRONES
ELECTROFORETICOS CON LAS VARIABLES
CLIMATICAS ESTUDIADAS

De las muestras positivas por el ELISA, 104 fueron pro-
cesadas de manera aleatoria para electroforesis; de estas,
s6lo 55 dieron resultado positivo por la presencia de las 11
bandas caracteristicas, con patrén de RTV de grupo A
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(4:2:3:2). Los resultados de las 55 muestras se agruparon en
seis electroterotipos diferentes, inicialmente dependiendo
de las bandas 10y 11 que los clasifican como patr6n largo
(L) o corto (C) y en scgundo lugar, dependiendo de la
posicion de los segmentos 2y 3 del grupo I'y los segmentos
7. 8 y 9 del grupo III (Figuras 4 y 5). A estas variaciones
electroforéticas se les colocé de manera arbitraria lanomen-
clatura de C1 para el patrén corto con las bandas 2, 3, 7,8y
9 no diferenciables en el gel por presentar las bandas muy
cercanas o montadas una sobre otra; C2 si las bandas 2 y 3
erandiferenciables mientras que 7,8 y 9, no eran diferencia-
bles; en C3 las bandas 2 y 3 no eran diferenciablesy 7, 8 y
9 se separaron claramente en el gel de PAGE; y en C4 tanto
las2y3comolas7,8y9,se podiandiferenciarenel gel. Para
patrones largos, sélo se subdividi6 en dos: L1 con 2 y 3
diferenciables y 7, 8 y 9 completamente pegadas en el gel y
L2 con 2, 3, 7, 8 y 9 no diferenciables. Se encontraron 17
muestras de C1 (31%), nueve muestras de C2 (16%), dos
muestras de C3 (4%), una muestra de C4 (2%), 24 muestras
deL1(43%)y dos muestras de L2 (4%). Con estos resultados
se concluy6 una moderada variabilidad genémica de los
RTV que estdn afectando a la poblacién estudiada.

1 2 3 4 5 6 7 8

C1

C1
Figura 4. Muestras caracterizadas como patrén largo y patrén
corto. Los nombres de L1y C1 se dan a las variantes que mayor
Incidencia presentaron durante el tiempo del estudio. Ob-
sérvese la posicién de los grupos de bandas Il, il y IV.

L1 L1

A estos resultados también se les aplicé andlisis de
regresién, concluyendo que las variables climdticas no
tienen un efecto sobre la presencia de los distintos electro-
ferotipos.

DiscusioN

En Colombia las EDA tienen un alto impacto; se calcula
que esta enfermedad afecta a aproximadamente 480000
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Figura 5. Patrones corto y largo de rotavirus. Obsérvese la
distancia entre los segmentos 10 y 11.

nifios anualmente. Los resultados del presente estudio
confirman laimportanciadel RTV como primeragenic causal
dediarrea de etiologfa viral en nuestraregiény de! Ad como
segunda causa después del RTV. Nuestros resultados con
unaincidenciadel32% paraRTV ydel 15% para Al dan pie
para haceresta afirmacién; sinembargo, seestan rcalizando
pruebas diagnésticas para otros virus entéricos como los
astrovirus y calicivirus, que también ha despertado gran
interés entre los epidemidlogos.

En cuanto al comportamiento de estos virus con rcspecto
a las variables climaticas estudiadas y los resultados del
andlisis de regresién lineal, demuestran que no cxiste en
nuestra poblacién una relacién entre la presencia viral y
estos factores, lo que coincide con el grupo de investiga-
dores que plantean que en regiones tropicales, la presencia
viral es de todo el afio y no se ve afectada por los fuctores
climéticos'.

En las figuras 1,2y 3 se observa la presencia de picos de
infeccién para ambos virus en diferentes temperaturas,
humedades y niveles de precipitacién, pero no se logra
observar una tendencia creciente o decreciente del virus
con respecto a las variables, lo que descarta la asociacién
entre los virus y el clima.

Al tratar de explicar por qué la presencia viral tendria
relacién con factores climéticos, los reportes sefialan que en
épocas de frio, los nifios tienden a acercarse mds unos a
otros y permanecer por mds tiempo en lugares cerrados lo
que implica el aumento en la eficacia de la transmisién. De
igual manera, las épocas de lluvia llevan a la congregacién
de nifios en sus salones de clase, lo que favorece la difusién
viral'®,

Con respecto a la humedad se ha propuesto que si ésta
baja, se facilitalasupervivenciadel RTV enlas superficies'!.
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Aunque este estudio no prc\cnla correlacion de la humedad
con la presencia viral, si muestra que en humedades bajas
como son 76 y 77% es donde se encuentra el mayor porcen-
taje de positividad parael RTV, contrario aloque sucede con
el Ad, que a un 75% de humedad es el momento donde hay
menor porcentaje de positividad viral.

Al analizar los datos buscando casos de coinfeccion entre
los dos virus (Tabla 1) debemos aclarar que el kit utilizado
para el diagnéstico de Ad no posefa un anticuerpo mono-
clonal contra los serotipos 40 y 41 que son los Ad entéricos,
por lo que no se puede descartar la posibilidad de haber
detectado un Ad no entérico que se estuviera eliminando
por las heces, sin ser éste el causante de la diarrea. La otra
posibilidad es que este Ad si fuera entérico, lo que nos lleva
a pensar en una posible coinfeccién (datos en estudio).

En cuantoala variacién genémica encontrada por los seis
patrones electroforéticos reportados, los resultados espe-
raban justificar asociacién de esta moderada variacién con
los cambios climéticos. La razén por la que no se logré este
objetivo puede ser debido a la ubicacién de nuestro pais en
la zona ecuatorial, en donde las variaciones son menores, no
llevando a alteraciones en mas de 3.5°C entre los tiempos
considerados frios y calientes.

Los investigadores que se dedican a buscar explicaciones
del por qué en paises tropicales con estaciones el compor-
tamiento viral es epidémico mientras que en los paises
ecualtoriales en donde existe poca estacionalidad el com-
portamiento es endémico, ha observado que al ingresar un
virus aunapoblacién, se desplaza predeciblemente ¢ infecta
a su paso la poblacién susceptible que en la mayoria de los
casos es la infantil. Esta hipétesis se encuentra soportada
por el estudio reportado por LeBaron® en el que se analiza
lamovilidad de laepidemiaen todael dreade Estados Unidos
en un afio de estudio. El autor demuestra c6mo la epidemia

se va desplazando hasta llegar a su pico en invierno en las
regiones més nérdicas. Desafortunadamente, este reporte
no muestra variaciones electroforéticas.

Aunque no se tienen reportes de la movilidad viral en
nuestro pais ni de los patrones electroforéticos en otras
zonas del mismo, podriamos suponer que la llegada de una
cepanuevaen un periodo de tiempo determinado, puede ser
la causante de los picos epidémicos, mientras que las cepas
tradicionales son las que estin generando infecciones
continuas y esporadicas en toda la poblacidn.

Unreporte realizado por Shify cols?en 1992, de unestudio
realizado en Israel en donde se recogieron muestras durante
tres periodos frios consecutivos y se caracterizaron electro-
foréticamente, muestracomo en cadaperiodo predomina un
serotipo distinto. Al comparar este estudio con el nuestro,
se vecomo el autor suponiaquees en la épocade frio cuando
aumenta la presencia viral y en los resultados es evidente
que el clima si est4 ejerciendo un efecto en la presencia de
un solo electroferotipo. A nivel latinoamericano, Alvarez y
cols' realizaron un estudio en Ciudad de México en donde
lograron caracterizarelectroforéticamente 12 de 34 muestras

Efecto de Variaciones Clim4ticas en Rotavirus y Adenovirus

positivas para RTV, demostrando que el virus se presenta

durante todo el afio y que no existe un patrén electroforético
que predomine.

Son muy pocos los reportes epidemiol6gicos de Ad
entéricos, considerando importante resaltar este estudio
como el primer reporte de la presencia de estos virus en
nuestra poblacién. Nuestro trabajo permite concluir la exis-
tencia de los dos virus en todo el afio, la mayor presencia de
RTV sobre Ad y que no existe relacién entre las variables
climdticas y la presencia viral.
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SUMMARY

Effect of the Climatic Variations in Gastroenteritis Caused by Rotavirus
and Adenovirus in Four Years Old Children in Santafé de Bogotd Between
June of 1996 and June of 1998.

Objectives. The aim of this research was to show if weather variztions like
temperature, rain and humidity might be responsible for the prevalence cf
adenovirus, rotavirus and the appearance of a specific ribonucleic
tern in children less than four years old in Santafé de Bogotd.
Materials and Methods. 494 diarrhea samples from children less than four
years old were obtained between june of 1996 and junc of 1928, Sample
from five pediatric centers in Santafé de Bogota. 209 samplzs w
Adenovirus and 104 of the positive samples for rotavirus were t
analysis of ribonucleic acid. Samples were stored at -20°C until processed in
the laboratory

Results. Of the 494 samples analyzed, 32% were positive for RTV and 18.5%
for Adenovirus. We found six different electrorn..qtyp:». these findings
suggest a moderate genetic variation among the Rotavirus strains affecting
the infant population. The temperature, rain and humidity did not affect the
prevalence of these virus neither its genetic variation

Discussion. In countries that have seasons, there are higher rates of Rotavi-
rus infection in the winter showing and epidemiological pattern in the
infants. In tropical climates, such as the one in Colombia, there isn't a
seasonal pattern per se, since Rotavirus infection occurs all year round with
small epidemic pattern due to new strains. (MEDICAS UIS 2000:14:24-9).
KEY WORDS: Rotavirus, Adenovirus, Temperature, Rain. Humidity.
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