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RESUMEN

Estudios Internacionales han demostrado una dta incidencia del etioldgico Rotavirus
en los pacientes pediétricos de los paises en vias en desarrollo, siendo una causa muy
frecuente de hospitalizacion por Sindrome Diarreico Agudo. El objetivo de este
trabajo fue de establecer una incidencia de Sindrome Diarreico Agudo por Rotavirus
en los menores de 3 aflos en e area de Hospitalizacion del Verdi Cevallos Balda
durante Enero a Junio del afio 2005, para poder representar una significativa
estadistica real de esta patologia en nuestra poblacion manabita.

Se investigo variables como la edad, sexo y procedencia, el método de diagndstico
clinico y de laboratorio empleado para confirmacion del etiologico. Para dlo se
disefi6é un estudio descriptivo-retrogpectivo, se empleo como érea de investigacion el
&rea de hospitalizecion pedidrica del Hospital Verdi Cevallos de Portovigjo, se
utilizé para la investigacion una poblacion de 131 nifios menores de tres afios que
habian sido ingresados con Diagnostico de sindrome diarreico agudo. De estos, se
determiné que 53 pacientes menores de tres afios eran positivos mediante el
diagndstico clinico y el método de laboratorio correspondiendo a un porcentagje de
40,4%. ; de éste Ultimo solo se encontr6 como técnica para la determinacion del
Rotavirus la Inmunocromatografia en heces fecales ya que es el tnico estudio técnico
que se encuentra en nuestro medio poblacional. Segln la edad |a més frecuente fue
el de los pacientes pre-escolares, deacuerdo a sexo se observo predominio del tipo
masculino, como procedencia se encontrd una alta frecuencia lalocalizacién urbana.
Los resultados encontrados afirman la presencia del etioldgico rotavirus en los nifios
atendidos en el area de hospitalizacion, confirmando de esta manera su presencia e

incidencia en paises en vias en desarrollo como € nuestro en los pacientes

13
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pediatricos menores de tres afios, por lo que debido a ello recomendamos a las
autoridades sanitarias que utilicen estos datos para que tengan un conocimiento
significativo real, y a futuro empleen métodos de diagnéstico de laboratorio gratuito
para nuestros hospitales para redizar una vigilancia epidemiolégica de este
etiolégico para de esta manera mejorar las condiciones necesarias de salud en los

nifios de nuestra poblacion manabita

14
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SUMMARY

International studies have demonstrated a high incidence of the etiologic Rotavirusin
the pediatric patients of the countries in roads in development, being a very frequent
cause of hospitalization for Acute Syndrome Diarrhea. The objective of this work
was of establishing an incidence of Acute Syndrome Diarrhea for Rotavirus in those
smaller than 3 years in the area of Hospitalization of the Verdi Cevallos it cripples
during January to June of the year 2005, to be able to represent a significant rea
statistic of this pathology in our population manabita.

It was investigated variables as the age, sex and origin, the method of diagnostic
clinical and of laboratory used for confirmation of the etiologic one. For it was
designed it a descriptive-retrogpective study, you employment as investigation area
the area of pediatric hospitalization of the Hospital Verdi Cevallos of Portoviejo, was
used for the investigation a population of 131 children smaller than three years that
had been entered with Diagnostic of Acute syndrome Diarrhea. Of these, it was
determined that 53 patients smaller than three years were positive by means of the
clinical diagnosis and the laboratory method corresponding to a percentage of
40,4%.; of this last alone it was as technique for the determination of the Rotavirus
the Inmunocromatografia in fecal grounds since it is the only study technician that is
in our half population one. In connection with the age the most frequent was that of
the pre-school patients, Agreement to the sex one observes prevalence of the
masculine type, as origin he/she was a high frequency the urban localization.

The opposing results affirm the presence of the etiologic rotavirus in the children

assisted in the area of hospitalization, confirming this way their presence and

15
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incidence in countries in roads in development as ours in the pediatric patients
smaler than three years, for that that due to we recommend it to the sanitary
authorities that use these data so that they have a rea significant knowledge, and to
future they use methods of diagnostic of gratuitous laboratory for our hospitals to
carry out an epidemic surveillance of this etiologic one for this way to improve the

necessary conditions of health in our population's manabita children.

16

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com

CAPITULO |

INTRODUCCION

Aunque lamortalidad por enfermedad diarreica ha disminuido significativamente en
las Ultimas décadas, la diarrea sigue siendo un problema global de salud publica con
un mayor impacto en paises en vias de desarrollo en donde esta enfermedad
congtituye una de las principales causas de morbi-mortalidad infantil. La OMS
estima que en e mundo ocurren aproximadamente 100 millones de episodios
diarreicos a afio y cinco millones aproximadamente de fallecimientos infantiles por
esta causa. De estos, € Sindrome diarreico Agudo por Rotavirus constituye uno de
los agentes etiolégicos virales més importantes de la diarrea infantil en todo €
mundo siendo responsable por 1 de cada 20 muertes infantiles en el mundo en vias

de desarrollo.

En América latina se indica que el sindrome diarreico por rotavirus es responsable
de 75.000 hospitalizaciones y 15.000 muertes anuales, explicando del 10 - 20% de

muertes asociadas con gastroenteritis.

En nuestro pais, € sindrome diarreico agudo de caracter infeccioso ocupa €
septimo lugar de entre las diez principal es causas de mortalidad infantil (ver anexo-
cuadro 1), segin datos ofrecidos por € CIE-10 durante el afio 2003. No se conoce
ningin estudio aplicado de investigacion Naciona en la determinacion del

sindrome diarreico agudo por rotavirus.

' OMS- 2003
2 Sexto simposio internacional sobre rotavirus

17
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Con € presente trabgjo se procedié a la realizacion de un estudio de carécter
descriptivo retrospectivo en base a las historias clinicas de los pacientes menores de
tres aflos ingresados en el Departamento de Pediatria del Hospital Verdi Cevallos,
que aportaron datos clinicos y de laboratorio sobre la incidencia del sindrome
diarreico agudo por Rotavirus, los cuales se obtuvieron mediante el instrumento
creado para esta investigacion y que se aplicaron en las historias clinicas y estudios
de laboratorio que llevaron a diagnostico, sobre una poblacion base de
aproximadamente 131 nifios. Una vez establecidos los datos, se tratd de agruparlos
de acuerdo a la edad pediétrica, sexo, y lugar de procedencia al cual pertenecieron
los pacientes. Los datos asi obtenidos fueron analizados y tabulados mediante & uso
de programas de computadora para establecer las respectivas frecuencias y

porcentgjes.

Gracias a la informacion recolectada, se tratd de generar una estimacion estadistica
real de lapresencia o no de esta patologia en los nifios de nuestra poblacién manabita

durante el periodo de Enero-Junio del afio 2005.

18
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JUSTIFICACION

El presente trabgo se lo redizd para recompensar en forma reciproca los
conocimientos, actitudes y afios de estudios otorgados por la muy prestigiosa Escuela
de Medicina de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Técnica de
Manabi, la cual ha viabilizado todas las facilidades necesarias para la formacion de
nuevos médicos; asi mismo, se lo elaborard como requisito previo a la obtencién del

titulo de Doctor en Medicinay Cirugia.

Los resultados de este estudio, serviran para que las autoridades sanitarias tengan un
conocimiento significativo y real sobre la morbi-mortalidad del sindrome diarreico
agudo por rotavirus en nuestra poblacion infantil manabita, que afecta principalmente
a los paises en vias de desarrollo como € nuestro, para que por medio de ello, se
puedan generar en el futuro medidas preventivas congruentes con la realidad locd

gue beneficien tanto alos nifios como a sus familias.

Para redlizar este estudio de investigacion, se contd con los recursos materiales

bibliogréficos, estadisticos, econémicos, metodologicos y de especialistas

pediétricos, necesarios para el desarrollo y ejecucién del mismo.

19
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CAPITULO 2
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

DEFINICION Y DELIMITACION

El Sindrome diarreico agudo por Rotavirus es una enfermedad caracterizada por
diarrea aguda grave asociada 0 no con vomitos que pueden producir deshidratacion,
el choque y la muerte. Constituye una enfermedad democratica dado que infecta a

todos los nifios, tanto ricos como pobres.

La principal ruta de transmision de los rotavirus es la via fecal-oral, aunque también
se ha especulado que € contacto persona a persona, €l contacto con secreciones
respiratorias, y/o el contacto con superficies contaminadas pudieran ser fuentes de
transmision, ya que los altos indices de infeccion por este virus en los primeros tres
anos de vida en todo el mundo son independientes de las condiciones higiénicas y

sanitarias.

En Manabi, no se conocen estudios o casuisticas sobre Sindrome diarreico agudo por
rotavirus. Es por lo expuesto anteriormente, se propone €l siguiente problema

cientifico:

¢Cudl eslaincidencia de sindrome diarreico agudo por rotavirusen menores de

3 afos ingresados en el hospital Verdi Cevallos Balda durante Enero - junio

2005?

20
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la incidencia de sindrome diarreico agudo por rotavirus en los nifios
menores de tres afios ingresados al &rea de hospitalizacion pediétrica durante enero a

junio del 2005.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar laincidenciadel sindrome diarreico agudo causado por rotavirus.

2. Establecer algunos factores biol6gicos y demograficos asociados a problema:
§ Sexo
§ Grupo etario

§ Lugar de procedencia.

3. Determinar métodos diagndsticos: clinico y laboratorio.

21
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CAPITULO 3
MARCO TEORICO

SINDROME DIARREICO AGUDO POR ROTAVIRUS

3.1 GENERALIDADES

La diarrea aguda, actuamente sigue constituyendo un gran problema de salud
publica en la mayoria de los paises en desarrollo siendo causa de importante morbi-
mortalidad durante la infancia, especialmente por su relacion con la desnutricion y
los altos costos que implica para los sistemas de salud por su ata demanda de

atenciones ambulatorias y hospitalizaciones.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que cada afio se presentan
alrededor de 100 millones de episodios de diarrea aguda en nifios menores de cinco
afios en paises en desarrollo y 5 millones de muertes infantiles se deben por esta

causa; esta, a su vez relacionada en el 50-70% de los casos con deshidratacion.

Desde 1973 se identifico al rotavirus como uno de los agentes causante de diarrea
més importantes de gastroenteritis en lactantes y nifios pequefios; estimaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud indican que arededor de 440.000 nifios menores
de 5 afios mueren a afio debido alainfeccidn producida por rotavirus tanto en paises
desarrollados como en los paises en vias de desarrollo, explicando en estos Ultimos el

10 - 20% de muertes asociadas con gastroenteritis infecciosa.

3 OMS-2003
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Los factores de riesgo para la presentacion de esta entidad se asocian a deficiencias
higiénicas que facilitan la transmision fecal-oral, nifios de guarderias, individuos
gue migran a paises en vias de desarrollo o areas insalubres. Otro grupo lo
congtituyen los nifios inmuno-comprometidos en quienes la diarrea se prolonga,

complicaciones y excrecion prolongada, asi como desnutricion severa.

3.2HISTORIAY ETIMOLOGIA

En d afo de 1929, Zahorsky describié la “enfermedad de vomitos invernales’, la
cual en su estudio de forma retrogpectiva, probablemente correspondia en su mayor
parte a gastroenteritis por rotavirus. Los rotavirus en humanos fueron inicialmente
descritos en 1973 por Ruth Bishop y colaboradores en Australia, quienes encontraron
la presencia de particulas virales al observar a microscopio electronico biopsias de
Intestino delgado de nifios entre los 6 meses a 9 meses de edad que tenian diarrea
aguda severa de origen no bacteriano. La literatura inicial les dio nombres como
reovirus, orbivirus, duovirusy virus de la gastroenteritis infantil. Como resultado y
en base alamorfologia de estos virus, cuya apariencia al microscopio electronico era
la de una rueda de carreta antigua, estos virus fueron bautizados con @ nombre de

rotavirus, del latin rota, que quiere decir rueda

Inicialmente resulté mas facil adaptar a crecer en cultivo de tejidos a varios tipos de
rotavirus aislados de animales, a diferencia de los rotavirus aislados de humanos que
resultaron ser dificiles de adaptar, por lo que e conocimiento de la bioquimica y la

biologia molecular de los rotavirus aidados de animales avanzé mucho mas

23

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

rapidamente. Sin embargo, los conocimientos que hemos adquirido en estas &reas
estudiando a los rotavirus aislados de especies animales se han podido extrapolar, en
general, a los rotavirus aidados de humanos. Dentro de las cepas de rotavirus mas
estudiadas se encuentran dos cepas provenientes de simio; el rotavirus SA11 (Simian
Agent-11), aislado de un mono verde africano y el rotavirus RRV (rhesus rotavirus),
aidado de un mono rhesus. La mayoria de la informacion es extrapolable, en lo
general, a la gran mayoria de las cepas de rotavirus del grupo A. Desde entonces,
estos virus han sido reconocidos como € principal agente etioldgico de las
gastroenteritis viraes en las crias de un gran nimero de mamiferos (incluyendo a
hombre), y de aves, y también se ha generado una gran cantidad de informacion

sobre las propiedades bioldgicas y epidemioldgicas de estos virus.

3.3EPIDEMIOLOGIA

Si bien en las dos Ultimas décadas, la mortalidad infantil por diarrea en el mundo
disminuyé de 4,6 millones de muertes anuales estimadas a 1,56 millones, el
rotavirus sigue siendo considerado como la causa principal de gastroenteritis grave
en lainfancia en el mundo. Los investigadores aun no tienen un panorama completo
de alcance red. La vigilancia hospitalaria ha sido irregular y los caculos de la
prevalencia mundial dependen de informes de més de 15 afios de antigiiedad. Pero,
actualmente, los investigadores en muchas partes del mundo estén intensificando sus

esfuerzos para obtener un panorama actualizado de dicha prevalencia y de establecer
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mapas epidemioldgicos sobre la distribucion mundia de esta epidemia (ver anexo-

figura1).*

Actualmente se considera, que el Sindrome diarreico agudo por Rotavirus, cobra la
vida de més de 600.000 nifios todos los afios, mas de 80% en los paises en
desarrollo, considerandose la principal causa de hospitalizacion y la Gnica causa més
importante de muertes por diarrea en los nifios de hasta cinco afios de edad en €
mundo, siendo responsable de 75.000 hospitalizaciones y 15.000 muertes anuales en
América Latina En paises en via de desarrollo los rotavirus explican del 10 - 20%

de muertes asociadas con gastroenteritis.

El Dr.Umesh Parashar et a, de los Centros para € Control y la Prevencion de
Enfermedades de Estados Unidos, presentd y publicd durante & sexto simposio
internacional sobre rotavirus, datos nuevos que sugieren que la cantidad de muertes
anuales en relacion con el rotavirus de nifios menores de 5 afios de edad alcanza
608.400 0 39% de las muertes a raiz de la diarrea Esto es considerablemente
superior a calculo mundiad anterior de 440.000 muertes infantiles 0 22% de las
muertes a raiz de diarrea dictadas anteriormente por la OMS. Si bien las cifras
nuevas se basaron en un examen riguroso de los estudios publicados a partir de 2000,
el célculo anterior utiliz6 estudios llevados a cabo entre 1986 y 1999. El nuevo
andlisis comprendi6é 41 egtudios, 18 de los cuaes de paises de ingresos bajos, y

medianos, y cada uno con 100 pacientes como minimo.

* Datos del sexto simposio internacional sobre rotavirus 2004
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Determind que 39% de los nifios con diarrea grave estaban infectados por €
rotavirus. En consecuencia, se calcul6 € nimero total de muertes en relacion con €l
rotavirus en el orden de 39% del 1,56 millones de muertes infantiles anuales debido a
la diarrea, 0 608.400. Las explicaciones posibles para las tasas més altas en estudios
mas recientes, se debieron a el uso de mejores métodos de deteccion y la posibilidad
de quelahigiene y el saneamiento mejorados hayan reducido |as diarreas bacterianas
y parasitarias més que las diarreas viricas.

Ademés, se establecio que los digtintos Centros de Salud en mayor y menor medida,
ofrecen los controles de prevalencia adecuados de anticuerpos en sueros de los nifios
en casi todo & ambito mundial, casi todos los nifios estan infectados por rotavirus en
los 3 primeros afios de vida, siendo su mayor incidencia entre los lactantes y pre-
escolares (6 a 24 meses de edad). Se determind que deacuerdo al sexo no existe un
predominio claro, aunque estudios actuales propuestos en el sexto simposio sobre

rotavirus revelaron unainclinacién sobre el sexo masculino que el femenino.

Se haidentificado arotavirus todo el afio con incidencia mayor en otofio e invierno.
Su mecanismo de transmision es fecal oral, aunque también se ha postulado la via

respiratoria

El periodo de incubacion es de 1 a 3 dias y su excreciéon de 8 a 15 dias; d
reservorio para la persistencia de rotavirus entre las epidemias invernales aun es
desconocido. Actualmente se han identificado 7 grupos de rotavirus de la A-G, de
los cuales s6lo los grupos A, B y C se han asociado a gastroenteritis en humanos y

la mayoria de las casos se han asociado a cepas del grupo A, basandose en la sero-
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tipificacion la glicoproteina vp7 y vp4 que congtituyen la hemoglutina del virusy la
probable proteina de fijacion. Los rotavirus son relativamente resistentes a los
desinfectantes utilizados habitualmente para superficies duras y a los aspectos
higiénicos para el lavado de manos, pero son inactivados por cloro y didxido de

cloro.

3.4AGENTE ETIOLOGICO

Los Rotavirus pertenecen alafamiliareoviridae. Los miembros de esta familia de

virus presentan las siguientes caracteristicas comunes:

a) Lasparticulas virales tienen una geometria icosahédrica

b) No estén envueltos por una membrana lipidica

¢) Tienen un genoma compuesto por segmentos de ARN de doble cadena

d) El ARN genémico no es infeccioso per se en ausencia de las proteinas
virales.

€) Laparticulavird contiene todas las enzimas necesarias para la produccion de
sus ARNs mensajeros.

f) La replicacion vira se lleva a cabo exclusivamente en el citoplasma de la

célula

27

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

3.5ESTRUCTURA DE LA PARTICULA VIRAL
3.5-a ESTRUCTURA MOLECULAR CONSTITUCIONAL

Su tamafio aproximado es de 70 nm vy tiene un aspecto exterior de una rueda de
carreta antigua, su genoma vira consiste en 11 segmentos separados de RNA vira
bacteriano de doble cadena. Cada segmento representa un gen que codificaunade las
proteinas estructurales y no estructurales del virus. Estos segmentos se pueden
separar por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida con tincién de nitrato de
plata, observando patrones electroforéticos caracterigticos de RV. Estudios realizados
recientemente, utilizando criomicroscopia electronica y reconstruccion de imagenes,
han permitido realizar andlisis detallados de las caracteristicas estructurales de la

particulaviral 6 virion, con una resolucion de aproximadamente 26 A.

Las particulas virales tienen aproximadamente 75 nm de didmetro, con una
geometriaicosahédrica. El virion maduro esta compuesto por tres capas concentricas
de proteina que engloban a genoma viral. La capa externa del virion esta formada
por 780 moléculas de la glicoproteina VP7. De esta capa lisa se proyectan 60
espiculas de 12 nm de longitud constituidas por dimeros de la proteina VP4; la base
de éstos dimeros de VP4 interacciona con la capa intermedia del virion. Esta capa
intermedia, de aproximadamente 10 nm de grosor, consta de 260 unidades
morfoldgicas constituidas por trimeros de la proteina VP6, esta proteina es la més
abundante del virus, constituyendo aproximadamente el 50% de la proteina total del
virion. La capa intermedia, a su vez, rodea a la capa més interna del virion o
nucleocdpside, que estd formada por 60 dimeros de la proteina VP2, la cua engloba

al genoma viral. Una copia de la proteina VP1 y una de VP3 estén asociadas con la
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cara interna de la capa de VP2, y localizadas en los doce vértices dd icosahedro,
donde se ha propuesto que llevan a cabo su funcién de replicar y modificar los genes
del virus. También dentro de esta nucleocapside se encuentran |os once segmentos de
ARN de doble cadena (ARNdc) que constituyen el genoma del virus. (Ver anexo

figura 3)

Los estudios de criomicroscopia eectrénica han revelado que estos segmentos de
ARN parecen estar también ordenados geométricamente dentro de la particula, y se
ha propuesto que de los aproximadamente 18500 pares de bases (pb) que
constituyen a genoma viral, cerca de 4,500 pb estén organizados con una simetria
gue parece depender del ensamble icosahédrico de VP2, la cual al hacer contacto con
los segmentos de ARN, induce en estos su organizacion. Tomando en conjunto todas
estas observaciones, se ha sugerido que las proteinas VP1, VP2 y VP3 estén
involucradas en la organizacién del genoma dentro de la nucleocdpside mediante

interacciones ARN-proteina.

La existencia de cada una de las capas proteicas ddl virus, asi como las interacciones
que existen entre VP7 y VP4, y de estas proteinas con VP6, han sido corroboradas
mediante la produccion de pseudo-particulas virales, a través de la co-expresion de
los genes que codifican para cada una de estas proteinas (VP2, VP6, VP4 y VP7), en
sistemas de expresion heterélogos, como el sistema de células de insecto infectadas
con baculovirus recombinantes. Estos experimentos también han demostrado que las

proteinas virales tienen la habilidad intrinseca de auto-ensamblarse.

Por criomicroscopia electronica se ha observado que la particula viral completa

contiene 132 canales acuosos, que han sido clasificados en tres grupos (1, 1 y I11)
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dependiendo de sus caracterigticas de Smetria y tamafio. Estos canales atraviesan ala
particulaviral desde la capa externa hasta la nucleocdpside. Alin no es claro el pape
gue juegan estos canales durante € ciclo de replicacion del virus, sin embargo se ha
propuesto que podrian estar involucrados en la entrada de los metabolitos necesarios
para la transcripcion del ARN dentro de la particula de doble capa, asi como de la
sdlida de los transcritos virdes. De hecho, recientemente a observar por
criomicroscopia electronica particulas virales activas en el proceso de transcripcion,
se ha encontrado que los ARN mensajeros (ARNm) virales salen de la particula a
través de los canales tipo |, que se encuentran localizados en los 12 vértices de la

particulaicosahédrica, en los que también se localizan las proteinas VP1 y VP3.

3.5+ ESTRUCTURA PROTEICA

** Proteinas de la nucleocapside

Las proteinas que conforman la nucleocdpside son VP1, VP2 y VP3. Como ya
mencionamos, es en estas particulas donde se lleva a cabo la replicacion del ARN
viral. La actividad responsable de esta funcion, la ARN polimerasa dependiente de
ARN, forma complegos con otras proteinas viraes. Las proteinas que constituyen los
complgos varian, dependiendo de s la funcion de complejo es la de sintetizar ARN
de doble cadena utilizando como templado el ARNm (particulas replicativas), o S se
trata de sintetizar ARN mensajeros a partir del ARN de doble cadena (particulas

activas en transcripcion).
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Recientemente se implement6 un sistema libre de células para estudiar la replicacion
del genoma viral. Este sistema, que consiste en nucleocapsdes que han sido
"abiertas" por exposicion a bajas concentraciones de sales a las cuales se les aflade
ARNmM viral, para que sea transformado en ARNdc, ha sido bien caracterizado y ha
sido utilizado para definir el pape de cada una de las proteinas involucradas, asi
como las regiones en los ARNmM que son necesarias para que estos puedan ser
replicados. También se ha implementado un sistema similar partiendo de la co-
expresion de las proteinas virales (VP1, VP2 y VP3) en cdulas de insecto. Estas tres
proteinas se ensamblan de manera esponténea, y tienen actividad de replicarse si se
les afiade ARNm viral. Esto ha permitido determinar de manera més fina la
importancia de cada una de las proteinas en la replicacion del ARN. En estos
sistemas se ha observado que el ARNm funciona eficientemente como templado para
la sintesis del ARNdc, sin embargo, el ARNdCc viral no sirve como templado para la
sintess de ARNm, lo que es consistente con la observacion de que los
requerimientos estructurales, o las proteinas requeridas para la transcripcion (sintesis
dedl ARNm) son diferentes de los requerimientos para la replicacion (sintesis de la
cadena complementaria del ARNm). Los estudios redizados en este sistema de
replicacion, han demostrado que VP2, y no VPG, es esencia para la actividad de
replicacion de la particula. Estos resultados indican también que las particulas que
forman la nucleocipside, o un subgrupo de estas proteinas, tienen la funcion tanto de

replicasas, como de transcriptasas.
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VP1. (Ver anexo-figura3) A pesar de que ain no existe evidencia directa para
afirmar cua de las proteinas virales de la nucleocdpside es la ARN polimerasa
dependiente de ARN, la proteina VP1 (de 1088 aminoécidos), producto del gen 1 es

la més probable, por las siguientes razones:

I. La secuencia de la proteina contiene regiones que tienen homologia con
motivos conservados entre la ARN polimerasas dependientes de ARN de otros
virus.

I1. VP1 esta presente en particulas virales transcripcionalmente activas, y se puede
entrecruzar con el ARNm, utilizando luz ultravioleta como agente
entrecruzador.

[1l. VP1 es componente comin de las particulas virales con actividad de ARN
polimerasa (transcriptasa o replicasa). Ademés los compleos de VP1-VP2 co-
expresados en células de insecto tienen la propiedad de sintetizar ARNdc in

vitro apartir de ARNm viral.

VP2. (Ver anexo-figura3) El producto del gen 2, VP2, de 881 aminoé&cidos, es la
proteina mas abundante de la nucleocdpside, y constituye la capa mas interna del
virus. Cuando esta proteina se expresa por s sola con €l sistema de baculovirus se
ensambla en particulas similares a las nucleocapsides, o que sugiere que VP2 no
depende de otros productos virales (ARNs o proteinas) para formar este tipo de
particulas. VP2 es capaz de unirse a ARNs de cadena sencilla o doble, aunque tiene
una mayor afinidad por los ARNs de cadena sencilla, funcién que podria estar

relacionada con €l empaguetamiento de los ARNs virales dentro de la nucleocdpside.
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En experimentos de reconstitucion utilizando proteinas purificadas, se ha encontrado
gue aunque muy probablemente VP1 es la ARN polimerasa viral, esta requiere de

VP2 pararedizar su funcion.

VP3. (Ver anexo-figura3) Esta proteina, de 835 aminoéacidos, es codificada por €
segmento de ARN 3, es una proteina basica, y al igual que VP1 exisen muy pocas
copias de este polipéptido por virion. A VP3 se le ha atribuido la actividad de

guanilil-transferasadel ARN viral por las siguientes observaciones:

I. Tiene una alta afinidad por ARN de cadena sencilla'y no se une al ARN de
doble cadena.

I1. Su secuencia contiene motivos estructurales que se han encontrado en otras
guanilil-transferasas.

1. Une GTP de modo covaente en una reaccion reversible. Dado que esta
actividad es necesaria para la sintesis de los ARNs maduros, pero no para los
ARNdc, VP3 debe de ser un componente esencial de los complejos de
transcripcion 'y no de los complgos replicativos. De hecho, como ya
mencionamos, los complejos de VP1-VP2 producidos en e sistema de

baculovirus recombinante, son capaces de replicar ARNm.

** Proteinas de la capa intermedia

La capa intermedia del virus esta formada por la proteina més abundante del virion,
VPG, codificada por el gen 6 (color azul intermedio - anexo figura 3). Esta proteina,

de 397 aminoé&cidos, juega un papel muy importante en la estructura del virién dado
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que interacciona tanto con la proteina VP2, hacia el interior de la particula, como con
VP4 y VP7 en la capa externa del virion. VP6 forma espontaneamente trimeros y es
muy estable; esta caracteristicay el hecho de que contiene determinantes antigéni cos
(o epitopes) conservados entre diferentes cepas de rotavirus, son larazon de que VP6
sea el blanco antigénico principal en los ensayos de diagnostico inmunoldgico para
los rotavirus. Los epitopes de VP6 que son conservados entre todas las cepas de
rotavirus del grupo A son llamados epitopes de grupo. En esta proteina también se
han identificado otros epitopes, llamados epitopes de subgrupo, los cuales han sido
utilizados como marcadores epidemioldgicos para clasificar diferentes cepas dentro

del grupo A.

Aparentemente el papel de VP6 en esta funcion es principamente estructural, a
través de mantener la conformacion apropiada, o la organizacion del complejo

transcripcional en la nucleocapside viral.

Recientemente se resolvio la estructura cristalogréfica de esta proteina. Sabemos que
la unidad estructural de VP6 es un trimero, y que en este trimero existen un sitio de
union a ion calcio, y un sitio de unién al ion zinc, aunque ain no es claro cua esla
funcién de estos iones en la particula viral. Esta proteina es hidrofébica y altamente

antigénica e inmunogénica.
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** Proteinas de la capa externa

La capa més externa del virus esta formada por las proteinas VP4 y VP7, que son las
proteinas responsables de los primeros contactos con la célula huésped y por lo tanto

tienen funciones que determinan lainfectividad del virus, tales como:

A. Ladeterminacion del rango de huésped del virus
B. Launiony lapenetracion del virusalacélula,

C. Son las principales inductoras de anticuerpos neutralizantes.

VP7 (color amarillo exterior anexo figura 3). Es la segunda proteina mas abundante
en el virion y es codificada por € segmento de ARN 7, 8, 0 9 dependiendo de la cepa
de rotavirus que se andice. Esta proteina es altamente inmunogénicay es muy buena

inductora de anticuerpos neutralizantes, que son serotipo especificos;

Por estudios biogquimicos se conoce que VP7 es glicosilada co-transduccionalmente a
medida que se inserta en e lumen del Reticulo endoplasmético y la sefid para esta
insercion se encuentra contenida en el péptido sefid presente en el extremo amino de
VP7. La proteina VP7 es retenida en la membrana del RE, sin embargo no contiene
la secuencia tipica de retencion en RE, lo que ha sido motivo de estudio para
determinar la sefial que le permite a esta proteina mantenerse como proteina

residente en el RE.

Aln no s ha determinado ninguna funcién en la que VP7 participe directamente

durante |las primeras interacciones del virus con su célula huésped. Sin embargo, VP7
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puede afectar la expresion de diferentes fenotipos y las propiedades antigénicas de
VPA4. Esto probablemente es el resultado de lainteraccion intimade VP4 y VP7 en la

superficie del virion.

También se ha observado que fenotipos, como la capacidad de formar placas, el
tamafio de placa, y la especificidad de union al receptor, que son caracteristicas
especificadas por VP4, son afectados por el fondo genético y dependen del origen

parental de ambas proteinas de la capa externa.

VP4 (Pediculo exterior rojo anexo- figura 3) Es la otra proteina de capa externa y
es codificada por € segmento de ARN 4. Esta proteina, de 776 aminoécidos tiene
funciones esenciales en el ciclo de vidadd virus, incluyendo la union al receptor y la
penetracion a la célula. Por lo tanto, las propiedades de esta proteina son
determinantes importantes del rango de huésped, virulencia, tropismo, e induccién de
inmunidad protectora. Esta proteina tiene varios dominios funcionales, los cuaes se

discuten a continuacion:

La infectividad de los rotavirus se incrementa, y muy probablemente
depende, del tratamiento del virus con tripsina. Este tratamiento proteolitico
resulta en el rompimiento especifico de VP4 (776 aa) en dos polipéptidos de
menor peso molecular, llamados VP8 (aa 1-131) y VP5 (aa 247 a 776). El
corte de VP4 no afecta la unién a la célula, y mas bien ha sido asociado con
la entrada del virus a citoplasma celular, por penetracion directa. El

mecanismo por el cud el corte con tripsina activa la infectividad viral se
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desconoce aln, sin embargo, se ha propuesto que la penetracion del virus
puede ser iniciada por |os extremos recién generados por el corte con tripsina
0 por un posible cambio conformacional de VP4 a consecuencia del corte con
esta proteasa.

Algunas cepas de rotavirus de origen animal tienen la capacidad de aglutinar
eritrocitos, y esta aglutinacion es mediada por la interaccion de VP4 con el
&cido sidico (AS) presente en la superficie de los eritrocitos.

VP4 contiene dos puentes di-sulfuro intramoleculares, uno entre las cisteinas
en VP8, y otro entre las cisteinas en VP5. El puente di-sulfuro en VP5 se
encuentra conservado en todas las cepas de rotavirus, mientras el puente di-
sulfuro en VP8 no se encuentra en la mayoria de las cepas de origen humano.
Larelevancia biol 6gica de estos puentes no se ha demostrado ain.

La proteina VVP5 tiene la capacidad de unirse especificamente a la superficie
de las células, y esta interaccion se da con la integrina a2bl, a través de la
secuencia DGE presente en la posicién 308-310 de VP5.

En VP5 existe una regiéon hidrofébica la cua comparte homologia con el
dominio de fusién de la proteina E1 de los virus Sindbis y Semliki. Esta
region tiene la actividad de permeabilizar liposomas in vitro, sin embargo su

funcionalidad in vivo alin no ha sido demostrada.
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Proteinas no estructurales

Las proteinas no estructurales de rotavirus, NSP1 a NSP6, son codificadas por los
segmentos 5, 7, 8, 10 y 11, respectivamente. Como su nombre lo indican estas
proteinas no forman parte de la estructura del virion. Son sintetizadas en el
citoplasma de la cdula durante la infeccion y tienen funciones relacionadas con €l
control de la sintesis de proteinas celulares y virales, con la replicacion del genoma,
con &l empaquetamiento delos genes virales y con la maduracién de la particula vira
en el interior de la célula, aunque aln no se define completamente el papel de cada

unade dlas en estas funciones. (Anexo figura 3)

3.5-c RESUMEN DE LA ESTRUCTURA VIRAL

En resumen, los rotavirus no contiene envoltura y principalmente consisten por su
importancia para € desarrollo de la enfermedad, en una cdpside externa (dos

proteinas vp4 y vp7) y un core (nucleocapsde).

*** | a capside externa, esta estructurada por la proteina VP4 que est4 involucrada
en una variedad de funciones como virulencia, aglutinacion de glébulos rojos y la
penetracion del virus a la c8lula. Por su parte, la VP7 es responsable de la union
inicial del virus a la célula blanco. Ambas proteinas de superficie contienen
determinantes antigénicos, que representan blancos inmunolégicos importantes e

inducen respuestainmune humoral y celular.
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La respuesta humoral (anticuerpos) tiene la capacidad de neutralizar la infectividad

del virustanto in vitro (cultivo detgjidos) como in vivo (animales experimentales).

La especificidad de estos anticuerpos para neutraizar diferentes cepas de rotavirus ha
sido usada para clasificarlos en varios serotipos. Se ha propuesto nombrar G a los
serotipos de VP7 (por glicoproteinas) y P a los serotipos de VP4 (por proteina
sensible a proteasa). Basados en VP7 se han identificado a la fecha 14 serotipos
diferentes de rotavirus del grupo A, de los cuales nueve infectan al humano (G1 a G4,
G6, G8 aG10 y G12), aunque sdlo cuatro de ellos (G1 a G4) son los responsables de

la mayoria de las infecciones.

*** E| core 0 nucleocépside, esta formado por 4 proteinas vpl vp2 vp3 y vp6 (que
constituyen el 50% de la masa viral y el 80% del core vira) y de 6 proteinas no
estructurales (NS53, NS34, NS35, NS28, NS26 y NS12) también son producidas

durante lainfeccion final.

Con base en |as caracteristicas antigénicas presentes en la proteina VP6 de la cdpside

interna se pueden clasificar en:

a) Gruposde A - G, delos cudes, los tres primeros se han reportado en humanos y

animales, mientras que de laD ala G solo se han detectado en animales.
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b) Subgrupos denominados | y Il, de los cuales €l | se ha encontrado tanto en
humanos como en animales y se asocia con un patrén electroforético corto, en tanto
que €l subgrupo Il sdlo se presenta en humanos y se asocia con un patron

electroforético largo.

Los rotavirus del grupo A son los principales agentes de diarrea infecciosa aguda,

tanto en los nifios como en |os animales jovenes (ver anexo cuadro 2)

3.6 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS Y FUNCIONALES DE

LA PARTICULA VIRAL

Existen dos tipos de particulas virales con diferentes caracteristicas estructurales y

funcionales:

a. La particula completa, que contiene las tres capas proteicas, es también
[lamada TLP (Triple-Layered Particle); esta es la particula infecciosa ya que
la presencia de la capa externa formada por las proteinas VP4 y VP7 le
permite unirse y penetrar a su cdlula huésped.

b. La particula que contiene dos capas proteicas o DLP (Doble-Layered
Particle); esta particula no es infecciosa, pero es activa transcripcionalmente.

c. Las particulas que contienen una sola capa de proteinas, 0 nucleocdpsides,

que tienen la actividad de replicar al genomaviral.
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Ademés de tener diferentes actividades bioldgicas, estas particulas tienen
diferentes propiedades fisicoquimicas. Entre estas vale la pena mencionar el
hecho de que tienen diferentes densidades, 10 que nos permite separarlas
mediante gradientes de cloruro de cesio. También, dada su diferencia en tamafio,
estos tres tipos de particulas pueden ser separadas mediante electroforesis en gel

de agarosa.

Las particulas de rotavirus son relativamente estables. Las particulas virales son
funcionalesen unrango depH de3 a9, y € virus es estable por meses a40C, y ain a
200C cuando se mantiene en 1.5mM de calcio. La particula completa mantiene su
integridad y su infectividad cuando es tratada con solvente organico tales como éter,
cloroformo o fredn, lo que refleja la ausencia de lipidos en su estructura. Pero pierde
su infectividad a ser tratada con desinfectantes tales como formalina, cloro,

betapropiolactonay etanol al 95%, quizés por la perdida de la capa externa.

3.7.GENETICA DEL ROTAVIRUS

3.7-aGENOMA

El genoma de los rotavirus esté constituido por once segmentos de ARN de doble
cadena, (ARNdC) cuyos tamafios varian de aproximadamente 660 pb del gen mas
pequefio, hasta gproximadamente 3300 pb para @ gen mas grande. Esta diferencia de
tamafios permite que estos segmentos al ser separados electroforéticamente presenten

un patron caracteristico, tipico y Unico paralos rotavirus, lo que ha sido la base para
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desarrollar un método diagnéstico para estos virus. En general el patron
electroforético, o eectroferotipo, consiste de un grupo de cuatro segmentos de ARN
de ato peso molecular; 5 segmentos de tamafio mediano (5 a 9) que incluyen un
triplete muy caracteristico formado por los segmentos 7, 8 y 9; y los dos segmentos

mas pequefios.

Como ya se ha mencionado, el genoma viral desnudo (en ausencia de las proteinas de
la cdpside) no es infeccioso, ya que para transcribirse, este genoma necesita de una
ARN polimerasa que pueda utilizar ARN como molde. Esta polimerasa no se
encuentra en las células, por lo que el virus debe de proveer eda actividad para

garantizar su replicacion.

Los ARN mensajeros (ARNm) de rotavirus contienen la estructura de CAP en su
extremo 5', pero adiferencia de la mayoria de los ARNm celulares, no tienen poli(A)
en su extremo 3'. En general, la secuencia nucleotidica de los genes virales es rica en
AIT (58-67%). Cada segmento de ARN codifica por una proteina viral, excepto €
gen 11 el cud contiene dos marcos abiertos de lectura, los cuales codifican dos
proteinas virales. En la mayoria de los casos la traduccion de los ARNm comienza en

el primer codon deinicio.

Como mencionamos anteriormente, el genoma de estos virus se puede rearreglar,
esto es que cuando una célula es co-infectada por dos cepas distintas de rotavirus, la
progenie vira resultante de esta co-infeccion es una poblacion de virus que contiene
diferentes combinaciones de los diferentes genes parentaes. La animacion 2 ilustra
una andogia a este proceso de rearreglo génico comparandolo con un juego de

bargjas. Este tipo de rearreglos génicos entre rotavirus de diferentes cepas es posible
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gracias a las secuencias consenso que comparten todos los segmentos del genoma

viral y es unafuente de variabilidad génica de esta familia de virus.

También, recientemente se ha reportado que en las regiones no traducidas de los
mensajeros de los rotavirus existen sefides de replicacion que actian en cis. Entre
estas, se ha definido una sefial promotora minima, esencial para la sintesis de la
hebra negativa de ARN (que es la hebra de ARN complementaria al mensajero o
hebra positiva) durante la replicacion del genoma, la cual esta formada por los
ultimos siete nucledtidos del extremo 3'. Se han identificado otras dos regiones
adicionales, que funcionan como reguladores positivos, ya que en presencia de estas
secuencias se obtiene un nivel optimo de sintesis de los ARNm virades, estas
secuencias consisten de agproximadamente 25 nucledtidos, inmediatamente "rio

arribd' de la region promotora del extremo 3'y de a menos 10 nucledtidos en el

extremo 5' del ARNm.

3.7-b ASIGNAMIENTO GENICO

Que proteina es codificada por cada segmento de ARN vira? Esta pregunta se
abord6 inicialmente mediante la traduccién in vitro de cada uno de los ARN
mensajeros virales y/o analizando las proteinas producidas por virus rearreglados
provenientes de coinfecciones con dos cepas de virus diferentes. Los primeros

asignamientos génicos completos se llevaron a cabo con el rotavirus de simio SA11.
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En lafigura 3 de |os anexos se muestra este asignamiento. Las proteinas estructurales
dd virus, es decir aguellas que conforman la particula viral, se denominan con el

prefijo VP (Viral Protein).

Seis de los genes virales, los genes 1, 2, 3, 4, 6, y 9 codifican por las proteinas VP1,
VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7, respectivamente. Los 5 genes restantes (segmentos 5, 7,
8, 10y 11) codifican por las seis proteinas no estructurales, las que se denominan con
el prefijo NSP (Non Structura Protein). Estas proteinas, que no forman parte del
virion, se sintetizan en la célula durante € ciclo replicativo del virus y tienen

funciones que discutiremos mas adelante.

Algunas de las proteinas virales sufren modificaciones post- traducciondes, tales
como glicosilacion, fosforilacion, o cortes proteoliticos. Estas modificaciones alteran
el peso molecular aparente de las proteinas, por lo que los pesos moleculares que se
pueden predecir en base al nimero de aminoécidos que contiene cada proteina, no
correlaciona en algunos casos con e peso molecular observado para una proteina

dada

3.8 TRANSMISION

La principal ruta de transmision de los rotavirus es la via fecal-oral, aunque también
se ha especulado que € contacto persona a persona, €l contacto con secreciones
respiratorias, y/o el contacto con superficies contaminadas pudieran ser fuentes de

transmision, ya que los altos indices de infeccion por este virus en los primeros tres

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com


http://www.pdffactory.com

anos de vida en todo el mundo son independientes de las condiciones higiénicas y
sanitarias. También se han descrito brotes en guarderias y residencias de ancianos.
La infeccion es especie-especifica (RV-humano); ya que la transmision de rotavirus
entre el hombre y animales no ha sido documentada, en investigaciones aleatorias
realizadas en epidemias de diarrea por RV que se presentaron en Australia, EE.UU.,
Israel, Japdén, Tailandia y Brasil entre 1974 y 1993, caracterizadas por
manifestaciones clinicas severas, en nifios menores de 5 afios de edad; se encontro
gue algunas de las cepas infectantes tuvieron una marcada homologia genética
mayor del 90% con cepas provenientes de gatos, perros, cerdos, vacas y caballos

(Ver anexo cuadro 3).

La presencia de RV de animales en estas epidemias presupone que la transmision
interespecies de este agente puede estar ocurriendo de manera natural y pudiera estar
participando en formaimportante en la evolucién de los RV. Sin embargo, a pesar de
la alta homologia genética con las cepas aisladas en animales, la transmision de una

especie a otra no se ha podido comprobar en la naturaleza.

3.9INMUNIDAD

Los estudios sobre inmunidad protectora a raiz de la infeccion por rotavirus o de las
vacunas contra el rotavirus ayudan a los cientificos a comprender la gama completa
de respuestas biologicas de la proteccion contra la infeccidn. Ruiz-Pa acios describid

las respuestas inmunitarias asociadas mas estrechamente con la proteccion contra las
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infecciones subsiguientes. Sefiald que, de manera contraria a la mayoria de las
infecciones viricas sistémicas como parotiditis 0 sarampién, en la cual una infeccion
Unica protege plenamente contra la reinfeccion futura, son necesarios varios

episodios de rotavirus antes de que un nifio esté protegido completamente.

Con cada infeccion adicional por rotavirus disminuye la gravedad de los sintomas y
aumenta la inmunidad. Los cientificos estén en condiciones de usar el nivel de
anticuerpo gue se encuentra en membranas mucosas, IgA, como una medida de
penetracion de las vacunas, es decir, para determinar si un lactante vacunado fue

infectado por la cepay desarroll6 una respuesta inmunitaria.

Los investigadores alin analizan |as proteinas del rotavirus que obtienen la respuesta
inmunitaria humana mas fuerte y si esas respuestas son homotipicas (eficaces contra
solo una cepa del virus) o heterotipicas (efectivas contra més de una cepa virica). El
Dr. Harry Greenberg, de la Universidad de Stanford, analiz6 los conocimientos
disponibles sobre la respuesta inmunitaria al rotavirus. Hizo notar que una respuesta
inmunitaria dirigida d menos a dos proteinas viricas, VP4 y VP7, produce ambas
formas de inmunidad. Mencion6 que “el tipo de inmunidad que se tiene cuando hay
proteccién depende del tipo de anticuerpo que se ha generado”. También facilitd
nuevos datos preliminares de la Dra. Mary Estes que indican que incluso otra
proteina del rotavirus, NSP4, provoca una respuesta inmunitaria en los ratones. No

obstante, esto no se ha estudiado alin en los seres humanos.
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También se ha determinado que ciertas secciones del sisema inmunitario intervienen
en la lucha contra el rotavirus. Si bien las células T contribuyen a la eliminacion de
una infeccion, las células humanas B son fundamentales para superar el rotavirus.
Pero afin de atacar €l virus, las células B primero deben llegar al sitio de lainfeccion
en el intestino. Greenberg describié en un trabajo reciente como ha identificado
algunas de las moléculas y los receptores que ayudan a las células B a localizar su
blanco: la integrina £4<7 y a menos dos receptores de quimioquinas, CCR9 y

CCR10.

** L ACTANCIA MATERNA: PROTECCION CONTRA EL ROTAVIRUS

La lactancia materna ayuda a proteger contra la infeccion por el rotavirus, segiin un
nuevo andlisis de un estudio presentado por € Dr. Ruiz Palacios durante el Ultimo
simposio internacional sobre rotavirus, determind en una poblacion de 400 bebés,
amamantados o alimentados con biberdn, que los beneficios de la lactancia materna
cambian con la edad del nifio. De los bebés amamantados menores de 6 meses de
edad, la mitad estuvo completamente protegida contra la infeccion por rotavirus. En
total, los estudios de cohortes han revelado una proteccion del 40% obtenida con la
lactancia materna durante el primer afio de vida de un bebé. Una proteina en la leche

materna, la lactaderina, parece proteger contralainfeccion sintomatica por rotavirus.

47

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

3.10 PATOGENIA

Este virus infecta y destruye en forma selectiva a las vellosidades del intestino
delgado con aplanamiento de las vellosidades y un infiltrado por las céulas
redondas en la ldmina propia en el intestino delgado, a nivel de los enterocitos de la
parte superior de las vellosidades con céulas diferenciadas que tiene funciones
digestivas como de hidrdlisis de los disacaridos y de absorcién como € transporte
de agua, electrolitos mediante las contransportadores glucosay aminoécidos; por 1o
tanto la infeccion por rotavirus conduce a desequilibrio, de absorciér/secrecion de

liquidos intestinal y una mala absorcion de carbohidratos, sobre todo de lalactosa.

Recientemente se ha propuesto que, al menos en parte, la diarrea es causada por la
proteina no estructural NSP4 que estimula la secrecién trans-epitelial de cloro, por
una via dependiente de calcio, 1o que desequilibra € balance ionico de la célula y
provoca la salida de agua. Aparentemente, todo esto sucede previo a la destruccion
de epitelio intestinal por la replicacion viral. De hecho, se ha propuesto que la
proteina NSP4 pudiese representar la primera enterotoxina viral descrita (Ver anexo

figura4).

También recientemente, se ha involucrado a sistema nervioso entérico como
responsable de inducir una salida aumentada de fluido y electrolitos de las células de
las criptas intestinales. Estos mecanismos de induccion de la diarrea podrian sugerir

nuevas estrategias para prevenir o controlar la enfermedad causada por |os rotavirus.
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Ademas dd papel que las proteinas de superficie juegan en la primera fase de la
infeccién viral, éstas contienen determinantes antigénicos que representan blancos
importantes del sistema inmune. Anticuerpos dirigidos contra cualquiera de las dos
proteinas de superficie neutralizan a virus in vitro y son capaces de proteger
pasivamente a ratones contra la infeccion por rotavirus. La infeccion ord con
rotavirus estimula una inmunidad protectora que puede estar mediada por VP7 y/o

VP4,

Aunqgue se sabe poco de la inmunidad cdular, ésta parece también tener un pape
importante en la proteccion o cuando menos en la resolucion de la infeccion, aunque

no es claro cud o cudes de las proteinas virales lainducen.

El Dr. Richard Ward, Director del Centro Médico del Hospital Infantil de Cincinnati
- EEUU, describié durante el VI simposio Internacional sobre rotavirus, € espectro
pleno de la enfermedad asociada con este agente bidtico. Afirmé que s bien
habitualmente produce gastroenteritis, en ocasiones inusuales el rotavirus es causa de
infecciones de las vias respiratorias superiores e inferiores, abscesos hepaticos,

pancrestitis, diabetes, invaginacion intestinal y atresia biliar.

Destac6 que de todas las cepas del rotavirus evaluadas en ratones, solo las cepas G3,
de rotavirus de Macaca mulatta (RRV, por sus sglas en inglés), se reproducen fuera
del intestino e inducen enfermedades como hepatitis y atresia biliar. RRV es la
misma cepa del rotavirus que se utiliz6 en la vacuna de RotaShield, la cual se retird
del mercado después de que se la asociara con un riesgo levemente elevado de

invaginacion intestinal en los lactantes humanos. Otros investigadores como Ward
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concluyen que posiblemente la invaginacion intestinal sea inducida por una cantidad
limitada de cepas G3 que pueden infectar y reproducirse en tejidos fuera de

intestino.

3.11 FISIOPATOLOGIA

La diarrea osmética que ocasionan los rotavirus se debe a que lesionan en forma
focal las células de las velosidades del intestino delgado, disminuyendo la
produccion de la lactasa (disacaridasa responsable de la digestion de la lactosa) o
gue provoca aumento de la osmolaidad en la luz intestinal y condiciona mayor

secrecion de agua, que se pierde através de las heces (ver anexo figura5 y figura 6).

Entre los mecanismos potenciales por que los rotavirus podrian inducir la diarrea

tenemos:

§ Lasupeficie absorbente reducida

§ Denudacién de la micro-vellosidad, acortando, allanando, y atrofiando las
vellosidades intestinales

§ Lainvasion de las vellosidades por d rotavirus causando secundariamente
isqguemia y acortando la absorcion funcionalmente dafiada

§ Lasconcentraciones de disacaridasas deprimidas.
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§ Lesion de co-transporte de glucosa y sodio

§ La bomba de sodio-potasio se encuentra funcionalmente disminuida a su
vez gque la actividad de la AT Pasa dafia la pendiente electroquimica.

§ El Dafio cdular que afecta la absorcion: Hinchazén de la Mitocondrias,
dilatacion del reticulo endoplasmatico e infiltracion mononuclear de las
células del epitelio intestinal.

§ Laproteina NSP4 que actiia como enterotoxina del virus redizaasu vez los
siguientes mecanismos de lesion:

U  Induce aque las concentraciones de calcio a nivel intracelular se
vean aumentadas, en modelos experimentales actla como una
toxina parainducir ladiarrea.

U  Edimulaé sistema nervioso entérico

U  Edimulalasecrecion intestinal de fluido y electrdlitos;

U Ego asu vez genera mayor estimulo de la motilidad intestinal
produciendo que el tiempo del transito intestinal normal se vea
disminuido

U Lapermesbilidad epitelial aterada

U La pemeabilidad del espacio para-celular esta aumentada

debilitando las uniones firmes entre células( ver anexo cuadro 4)

Las células de las criptas, encargadas de reparar las vellosidades lesionadas, migran
para sustituirlas en un periodo de 24 a 72 horas, con lo que desaparece la diarrea. Es
reconocido que los rotavirus infectan el intestino delgado a través de la via oral,

aunque también se ha probado su transmision a través de la via aérea, dado que
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incluso précticas de higiene apropiadas no parecen ser del todo capaces de controlar

las infecciones por estos virus.

SegUn otros autores, el sistema nervioso entérico modula la secrecién de liquidos y
electrolitos inducida por las toxinas del rotavirus. Una de las proteinas, denominada
NSP4, genera aumento en los niveles de calcio intracelular, lo cua estimula las
terminaciones nerviosas localizadas en la submucosa. Lo anterior plantea entonces la
posibilidad de combinar soluciones de rehidratacion oral con medicamentos que
disminuyan la secrecion intestinal, con lo cual se dispondria de efectivas

herramientas en el control de lainfeccion por rotavirus.

Las infecciones por rotavirus en nifios menores de dos afios pueden cursar
asintomaéticas hasta en 50 % de los casos. Estudios epidemiolégicos sugieren que la
inmunidad natural es adquirida después de una primoinfeccion (sintomatica o
asintomética) y que esta proteccion se incrementa con cada nueva infeccion,

reduciendo la gravedad de los episodios diarreicos subsecuentes.
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3.12INTERACCION INICIAL DEL VIRUSCON LA

CELULA HUESPED (Adsorcion, penetracion, desnudamiento)

3.12-a ADSORCION

La infeccién por rotavirus in vivo esté restringida a las células de las puntas de las
vellosidades del intestino delgado, 1o que sugiere la existencia de receptores
especificos del huésped. La infeccion in vitro est también limitada a lineas celulares
epiteliales de origen intestinal y renal. Aunque ha existido grandes avances en €l
conocimiento de la biologia molecular y estructural de los rotavirus, es alin muy

poco lo que se conoce acerca del (los) receptor(es) especifico(s) para estos virus.

Launién de algunos rotavirus de origen animal ala célula huésped es dependiente de
la presencia de &cido sidlico (AS) en la superficie celular, y se ha demostrado que
esta interaccion es necesaria para que exista una infeccion eficiente tanto in vivo
como in vitro. Asi, varios glicoconjugados que contienen AS han sido propuestos
como posibles receptores para los rotavirus de origen animal. Tal es el caso de los
gangliosidos GM3 en €l intestino de cerdos recién nacidos, 0 GM1 en células LLC-
MKZ2. Por otro lado, se ha propuesto que las integrinas a2bl, a4bl y axb2 y més
recientemente la integrina avb3, también pudiesen estar involucradas en las primeras
interacciones de los rotavirus con su célula huésped. Las integrinas son una familia
de proteinas hetero-diméricas compuestas por una subunidad o y una subunidad j,
gue se encuentran en la membrana celular y que participan en las interacciones de la

célula con la matriz extracelular y en las interacciones célula-célula. Las integrinas
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funcionan como sefialadoras de una gran variedad de procesos celulares entre los que

se encuentran la proliferacion, migracion y diferenciacion celular, entre otros.

Los rotavirus son capaces de unirse a la superficie de una gran variedad de lineas
celulares, sin embargo, solo son capaces de infectar productivamente a un subgrupo
de estas células. Por lo tanto, se ha sugerido que la primera interaccion (dependiente
de AS) es de naturaleza promiscua, mientras que la segunda interaccion
(independiente de AS) es maés especifica y podria determinar, al menos en agunos

casos, s las células son susceptibles o no alainfeccion por rotavirus.

En estudios recientes se ha establecido que la union de los rotavirus d receptor que
contiene AS no es esencial, ya que se han aisado variantes cuya infectividad es
independiente de la presencia de AS en la superficie celular. La importancia
secundaria del AS como receptor para los rotavirus también se ve reflejada en el
hecho de que los rotavirus de origen humano se unen alas células permisivas a través

de una molécula que no contiene AS, la cual no se haidentificado.

La caracterizacion comparativa de la unidn de rotavirus de origen animal y de origen

humano a la superficie de las células ha arrojado los siguientes datos:

Existen cuando menos dos dominios en la proteina VP4 de los rotavirus que
interaccionan con la célula durante la infeccion viral, uno dependiente de
AS, en VP8, y el otro independiente de AS, presente en VP5

Estas dos interacciones aparentemente son secuenciales de modo que un
virus dependiente de AS requiere de esta primera interaccion, para

posteriormente poderse unir a segundo receptor que esindependiente de AS
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Los rotavirus de origen humano se unen a una terceramolécula, diferente de
las dos primeras, que podria representar un paso comun en la infeccion de
los rotavirus humanos y animales. Quedan alin por determinar las moléculas
celulares, su organizacion en la superficie de la célula, y las moléculas

virales que participan en estas interacciones.

3.12-b PENETRACION

Posterior a la union, € virus penetra hecia el interior de la célula huésped; sin
embargo, € mecanismo por e cual este fenbmeno se lleva a cabo es ain
controversial. Se han utilizado técnicas bioguimicas y morfoldgicas para contestar
esta pregunta; en estudios de microscopia electronica se ha encontrado que los virus
pueden entrar a célula por endocitosis 0 por penetracion directa de la membrana
plasmética Sin embargo, el hecho de que la infeccion viral no se vea inhibida por
agentes lisosomo-tropicos que incrementan el pH endosomal, o por drogas que
afectan la endocitosis o el tréfico de las vesiculas endociticas ha sido tomado como
evidencia en contra de que la via de entrada de los rotavirus sea la de endocitosis
clasica. Como aternativa se ha propuesto entonces, la penetracion directa de la
membrana plasmética, pero la evidencia que gpoya este mecanismo es mas bien
indirecta. Actudmente varios grupos de investigecion trabajan en esta &rea para

definir de una manera precisa el mecanismo de entrada de estos virus.
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3.12-c DESNUDAMIENTO

Durante la penetracion del virus a la célula, la particula viral pierde las proteinas de
la capa externa. Aunque € momento preciso y el mecanismo de este evento se
desconocen, la remocién de la capa externa resulta en la activacion de la

transcriptasa viral.

Después de la internalizacion del virus a citoplasma celular, el genoma vira es
transcrito a partir de particulas que carecen de la capa externao DLPs. El inicio dela
sintesis de los mensajeros virales se lleva a cabo dentro de las DLPs, por medio de la
accion concertada de la transcriptasa viral VPL y la guanililtransferasa VP3. Como se

menciond anteriormente, |os ARNS mensajeros sintetizados sirven dos funciones:

Son traducidos para sintetizar las proteinas virales
Son empleados como templados para sintetizar el ARN de doble cadena que

constituira el genoma de la progenie viral.

Una vez que se acumula una masa critica de proteinas virales, en las células
infectadas se forman grandes inclusiones citoplédsmicas |lamadas viroplasmas y se ha
propuesto que es en éstas estructuras donde las particulas con dos capas (formadas

por VP2 y VP6) se ensamblan y donde se lleva a cabo lareplicacion del ARN viral.

La traduccién de los ARNm de los rotavirus se efectlia tanto en polisomas libres
como unidos a reticulo endoplasmico. Un aspecto particular de la infeccion por

rotavirus consiste en que, a medida que progresa la sintesis de las proteinas virales,

56

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

se disminuye la sintesis de las proteinas celulares, la cual finalmente se abate casi en

su totalidad.

Los procesos de encapsidacion y replicacion del genoma son eventos finamente
coordinados ya que se llevan a cabo de manera concomitante. La encapsidacion del
genoma se lleva a cabo mediante la interaccion de los segmentos de ARNm con las
proteinas de la nucleocépside. Una vez que la nucleocdpside se ha formado, los
segmentos de ARNm son internalizados, se ha sugerido que la sintesis de la hebra
complementaria de ARN podria llevarse a cabo durante el mismo proceso de
internalizacion de los ARNm. Durante estos eventos participan algunas de las
proteinas no estructurales del virus, que se encuentran asociadas a las particulas
virales, que se conocen como intermediarios de replicacion. La adicion de trimeros
de la proteina VP6 a las nucleocdpsides, lleva a la formacion de una particula mayor
que tiene actividad de replicasa y de transcriptasa. Las proteinas no estructurales

asociadas a esta particula deben de perderse en algiin evento posterior.

Ladistribucion intracelular de cada una de las proteinas involucradas en esta etapa de
la morfogénesis dd virus, sugiere que la formacion de los intermediarios de
replicacion, asi como la replicacion del genoma, se lleva a cabo en los viroplasmas.
Una vez que las DLPs han sido formadas y que se ha replicado completamente el
genoma, estas particulas migran hacia el reticulo endopldsmico donde el virus

adquiere la capa externa de proteinas.
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Dos de las proteinas del virus son sintetizadas en asociacion con el reticulo

endoplésmico (RE) y estan glicosiladas:

La proteina estructural VP7, la cual forma la capa externa del virus, es
sintetizada en el RE y se mantiene asociada a la membrana, orientada hacia el
lumen del RE

La proteina no estructural NSP4 es también una proteina glicosilada residente
del RE, la cual tiene a menos un dominio trans-membranal, e cua permite
que 132 residuos carboxilo terminales estén orientados hacia el citoplasma
Este dominio citoplasmico funciona como receptor de las particulas con
doble capa, interaccionando directamente con VP6. Ademas, NSP4
interacciona con la proteina VP4, la cua forma parte de la capa externa del

virus.

Lainteraccion de NSP4 con VP6 y VP4 media la gemacion de las particulas de doble
capa hacia el interior del RE; durante esta gemacion, las particulas adquieren una
cubierta lipidica tempora que se pierde durante el viaje de las particulas hacia €l
interior del RE, y ala vez, mediante un mecanismo alin desconocido, se ensamblan
las proteinas de la capa externa, 1o que resulta en la formacion de las particulas
virales maduras con sus tres capas de proteina. Finalmente los virus maduros se

liberan al medio mediante lalisis de lacélula

Durante la infeccion, todas las proteinas virales se acumulan en el viroplasma, a

excepcion de las dos glicoproteinas (VP7 y NSP4), que se localizan en el RE, y las
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proteinas no estructuraes NSP1 y NSP3, que se localizan de una manera puntuada
distribuidas en el citoplasma celular en asociacion con el citoesgueleto. Ademés de
las interacciones entre proteinas del citoesqueleto con las proteinas virales NSP1 y
NSP3, se ha propuesto la existencia de otras interacciones. Se ha encontrado que la
proteina no estructurd NSP3 se une a los mensajeros virales reconociendo
especificamente las cuatro Ultimas bases de la region conservada del extremo 3' de
los ARNs. Egta proteina, ademés de interaccionar con €l citoesqueleto de la célula,
interacciona especificamente con el factor celular elFAGI que es un factor de
iniciacion de la traduccién. Se ha encontrado que la NSP3 puede desplazar
selectivamente la union de la PABP con el factor elF4G1 in vitro ein vivo. Asi, seha
propuesto que mediante las uniones simulténeas del extremo 3’ de los ARNm virales
y del factor el FAG1, NSP3 favorece la sintesis de las proteinas virales e interfiere con
latraduccion de los ARNm celulares. Ademas, se ha propuesto que NSP3 le confiere
estabilidad al ARNm vird, y participa junto con NSP1 en el proceso de translocacion

del ARNm hacia el viroplasma, primer paso necesario parala morfogénesis del virus.

Por su parte, la proteina no estructurad NSP1 interacciona con los 34 nucledtidos del
extremo 5' del ARNm viral, y con el citoesqueleto, y se ha propuesto que pudiera
bloguear la traduccion de una fraccion de los ARNm virales, conduciéndolos d
viroplasmay secuestréndolos para servir como templados para la sintesis de la doble
cadena del ARN. Se ha observado que los complejos NSP1-ARNmM-NSP3 se asocian
con las proteinas estructurales VP1 y VP3. Dado que VP1 reconoce & extremo 3' del
ARNmM, regidon que se sobrepone con la reconocida por NSP3, y VP3 reconoce €

extremo 5', se ha sugerido que NSP1 y NSP3 son desplazadas competitivamente por
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VP1 y VP3, y con este proceso quiza se concluye la translocacion de los ARNm a

viroplasma, donde continua la morfogénesis de las particulas virales.

En la célula infectada, ademés de las proteinas estructurales mencionadas, agunas
proteinas no estructurales estan asociadas a las particulas sub-virades que llevan a
cabo la replicacion del ARN. Asimismo, algunas de las proteinas no estructurales
estén asociadas a complejos moleculares que son precursores de estas particulas; en
conjunto, estas particulas subvirales precursoras de la nucleocdpside han sido
denominadas particulas Intermediarias de Replicacion (RI). Se ha observado que
exigen diferentes tipos de RIs que pueden ser aisladas de acuerdo a su diferencia en
tamafio. La composicién de cada una parece obedecer una secuencia de eventos en
los que algunas proteinas se adicionan y otras se sustraen de estos complejos a lo
largo de la morfogénesis del virion. El primer tipo de particula en formarse
(denominada "precore RI"), est4 congtituida por los ARNm virales, VP1 y VP3 y
parece mantener a las proteinas no estructurdes NSP1 y NSP3 asociadas. La
subsecuente pérdida de NSP1 y NSP3 y la adicion de la proteina VP2 constituye la
particula "core RI”, la cud tiene actividad de replicasa; a esta particula estén
asociadas ademés las proteinas no estructurales NSP2 y NSP5. La proteina NSP2
como multimero se une preferentemente al ARN de cadena sencilla, interacciona con
VP1 y NSP5, y tiene una actividad de nucleésido trifosfatasa (NTPasa) a través de la
cual se autofosforila in vitro e in vivo. Estas caracteristicas han permitido suponer
que NSP2 tiene un papel esencial en la replicacion del ARN, y se ha propuesto que
NSP2, por medio de su actividad de NTPasa, podria obtener la energia necesaria para

funcionar como un motor molecular, facilitando el empaquetamiento de los ARNs
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mensajeros en las particulas subvirales, donde entonces, se llevarian a cabo su

replicacion.

3.13 CUADRO CLINICO

Lainfeccidn por rotavirus es muy comuin, se ha observado que ala edad de 5 afios, €
95% de los nifios ya han sido infectados. El pico de incidencia de la enfermedad es
en los nifios de entre 6 y 24 meses de edad, sendo esta, la poblacion con més alto
riesgo de sufrir una diarrea severa, que frecuentemente requiere de hospitalizacion.
La infeccion en adultos es por lo regular asintomatica, aunque ocasionalmente se
presentan los sintomas en los padres de nifios infectados, en pacientes
inmunocomprometidos, y en adultos de la tercera edad. La diarrea por rotavirus
ocurre principalmente durante los meses de otofio e invierno en los paises de climas
temperados; esta estacionalidad es menos marcada en los paises con clima tropical.
Generalmente después de un periodo de incubacion inferior a 3 dias la
sintomatologia tipica que se presenta en la infeccion por rotavirus lo constituyen la
fiebre que puede estar presente o no entre el 45 a 84% (temperaturas entre 37.8C-
39C), vomitos de carécter dimenticio-postpandrial 0 mucosos, seguido de
evacuaciones acuosas, amarillentas o verdosas fétidas o no; generamente la fiebre y
el vomito ceden a 2° dia de enfermedad cediendo €l paso a la diarrea de caracter
acuosa intensa que suele mantenerse durante 5 a 7 dias con frecuencia de hasta 10

evacuaciones en 24horas con presencia de moco en un porcentgje variable, aunque la
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sangre y leucocitos es raro no debe descartarse y deben ser analizadas durante el
diferencial con otras enfermedades; la infeccion por esta enfermedad es autolimitada,
es decir con una duracion entre 7 y 10 dias con un promedio de aproximadamente

cinco dias.

La gran mortalidad asociada a esta enfermedad es debida a la severa deshidratacion
que provoca lainfeccién, por lo que larecomendacion principal en este padecimiento
es la de rehidratar y mantener el balance electrolitico del paciente; probablemente €l

50% o més de las infecciones son subclinicas.

Las manifestaciones clinicas de lainfeccion por rotavirus no son lo suficientemente
caracteristicas para permitir un diagnéstico inequivoco basandose en éstas, por los
que se requiere de la deteccion directa del virus, o del antigeno viral para tener el
diagnostico preciso. Durante la infeccion los rotavirus se excretan en grandes
cantidades durante los episodios diarreicos, por lo que se pueden detectar

fécilmente por inmunoensayos o por eectroforesis del genomaviral.
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3.14 DIAGNOSTICO VIRAL

3.14-a INTRODUCCION

El diagnéstico viroldgico comprende la deteccion e identificacion del agente
etiolégico de una infeccién viral, clinica o inaparente, y /o de la respuesta inmune
especificadel huésped.

La primera etapa la constituye el diagnostico viral clinico, que generalmente tiene un
carécter de orientacion. Se basa principamente en el cuadro clinico y considera los
antecedentes personales y familiares, ademas de la situacion epidemioldgica; en
muchas circunstancias este diagnostico clinico puede ser suficiente, sin embargo
cada dia se observa con mayor frecuencia la asociacion de los virus entéricos con
diversos cuadros clinicos, incluso muy severos, en los que € estudio especifico de
laboratorio viroldgico se hace indispensable como medio diagndstico, de control

evolutivo, con fines epidemiol 6gicos, etc.
Hoy dia, & avance de las técnicas diagnosticas ha demostrado que hasta los cuadros
mas tipicamente asignados a una etiologia pueden ser causados por otros agentes. las

enfermedades son realmente sindromes.

Las aplicaciones del diagnostico virolégico son variadas y dependen de los medios

disponiblesy de las circunstancias que ameriten un diagndstico etiolgico especifico.
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En salud publica se utiliza habitualmente en programas de vigilancia epidemiolégica
y en el control de vacunas mediante censos serologicos. En medicina curativa la
necesidad del diagndstico virolégico acanza a todas las disciplinas: pediatria,

obstetricia, medicina, cirugia, dermatologia, etc.

El gran desarrollo de las técnicas de diagndstico viroldgico ha permitido ofrecer
actualmente una ayuda directa d médico clinico y ha facilitado la investigacion en
salud, posibilitado su aplicacién en muchos campos.

Actuamente el médico clinico puede tratar con nuevos antivirales y controlar €
curso de muchas infecciones virales; en el presente existe comercialmente una gran
variedad de técnicas que pueden implementarse en laboratorios clinicos, por lo que

Se requiere conocer sus caracteristicas para seleccionar las de mayor gplicabilidad.

El diagnostico definitivo requiere un andlisis de correlacion entre los antecedentes
clinicos personales, familiares, epidemiolégicos y los resultados del laboratorio
viroldgico, considerando la oportunidad y calidad de la muestra, las propiedades de
las técnicas utilizadas y |a experiencia acumulada a respecto. La conclusion final
depende entonces de un trabajo profesional multidisciplinario, mas que de una cifra

aportada por una moderna maquina automatizada.

3.14-b DIAGNOSTICO CLINICO
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En la historia clinica de la diarrea es esencial indagar sobre: duracion de la
enfermedad; caracteristicas de las deposiciones. consistencia (liquida y disgregada),
presencia de otros eementos (mucosidades, sangre, alimentos no digeridos);
frecuencia de evacuaciones durante las 24 horas previas, presencia y frecuencia de
vomitos, fiebre, irritabilidad, decaimiento, sed; capacidad o no de recibir alimentos 'y
liquidos, tipo y volumen de los alimentos recibidos, normalidad o no de la diuresis.
Luego, a practicar el examen fisico, es esencial evaluar el estado general del nifio, su
estado de conciencia, y muy especialmente, el grado de deshidratacion , asi como la
presencia de manifestaciones que puedan impartir un carécter especial al cuadro:
distension abdominal marcada (medicion de circunferencia abdominal), disminucion
de ruidos intestinales, edema, fiebre dta. Es importante pesar a nifio, puesto que asi
podra objetivarse si sufrié o no una pérdida de peso importante durante la diarrea. En
todo caso, €l peso a ingreso servird para ser usado como registro de linea base y

valorar sus cambios durante €l curso de la enfermedad.

El cuadro clinico, unido a las referencias epidemioldgicas, puede guiar hacia el
diagnostico etiolégico. La diarrea aguda por rotavirus, la mas frecuente en nuestro
medio en lactantes, es una enfermedad autolimitada, de comienzo brusco, con
vomitos y luego fiebre (etapa que dura 1 a 2 dias) y deposiciones liquidas,
abundantes y frecuentes, generalmente &cidas y de color amarillo, que duran de5 a7

dias y suelen terminar abruptamente.

65

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

3.14-c DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Actualmente existen diversos métodos en el mercado que pueden utilizarse para e
diagnostico de rotavirus, de tal forma que la técnica de eleccion dependerd del
equipo Yy reactivos con que se disponga en cada hospital. Los métodos de

diagnostico viral se basan fundamenta mente en:

Deteccion del agente viral completo o de sus componentes: por aislamiento
viral con observacion del efecto inducido por el virus vivo propagado en un
huésped biologico; por visualizacion de la particula viral total o parcial; o por
deteccidn de sus componentes macromoleculares (antigenos virales o acido
nucleicos).

Deteccion de la respuestainmune del huésped mediante el estudio de

anticuerpos antivirales (serologia).

Varios métodos para la identificacion de rotavirus o antigeno del mismo en heces han
ddo desarollados en la actualidad. Los méodos més usados son: microscopia
electronica, inmunoelectromicroscopia, Inmunoensayos como ELISA

Radioinmunoensayo y aglutinacion en latex; eectroforesis en gdl.

@ La microscopia eectronica fue @ primer méodo diagndstico usado en la

identificacion del virus y es actualmente el méodo de referencia. Detecta 10° 0

més particulas de rotavirus por ml/ heces. Este procedimiento no distingue grupo
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0 serotipo. se utilizan dos tinciones especiales con sales de metales pesados
como el uranio o e tungsteno. La primera es la tincion negativa donde &
acetato de uranilo forma una especie de molde viral que permite detallar la
estructura del virus. La segunda tincion es la del sombreado, donde las
particulas virales se ponen en un angulo donde el meta que se utiliza en ella
se deposita sobre el virus pero no sobre su sombra 'y sdlo se visudizalo que
no se ha cubierto con el metal. Esta técnica no revela las estructuras internas
del virus sino su forma y dimensiones. El uso de equipo especializado y
costoso, € elevado nivel técnico que requiere, la baja sensibilidad cuando hay
un bgo nimero de particulas virales y el hecho de que en agunos casos la
morfologia per se no es suficiente para un diagndstico viral definitivo, hacen
gue este Sstema sea poco usado y sdlo se emplee a nivel investigativo o
académico. Es de ayuda en ciertas ocasiones cuando pudiera existir una co-
infeccion por otros virus. La sensibilidad de esta técnica depende de su
preparacion, tincién y la experiencia del observador, generalmente es menor

que lade lainmunofluorescenciay €l cultivo vira

@ inmunoelectromicroscopia ha sdo empleada en la deteccion,
identificacion y sero-tipificacion del rotavirus y otros virus en heces. Es mas

sensible que lamicroscopia electronica.

En la actualidad, los métodos de deteccion més usados son los inmunoldgicos

(inmunoensayos).
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@ Inmunoensayos. Ensayos de captura dd  Antigeno,
Inmunocromatografia. Son inmunoensayos en fase stlida donde se fijan los

anticuerpos especificos para € virus en la superficie de una matriz, tubo o
microplaca, Se emplea como sistema de amplificacién de conjugado €l oro
coloidal para aumentar la sensibilidad del método. Posteriormente se pone en
presencia del suero 0 muestra que contiene el antigeno que se quiere demostrar;
una vez que ocurre la reaccion antigeno-anticuerpo (que se observa por la
acumulacion de oro coloidal del conjugado en € papel de nitrocelulosa), se hace
un lavado y se agrega un anticuerpo marcado de captura, que depende de la

marcacion del anticuerpo (Ver anexo - figura 7).

Los més conocidos son: ELISA (Enzyme-linked Immuno Sorbent Assay-
Inmunoensayo ligado ala absorcion de enzimas), €l radioinmunoensayo (RIA) y la
aglutinacion en 1&ex dependiendo del trazador que se utilice para evidenciar la

reaccion.

1. El mé&odo de ELISA (descrito por Towbin et al.) en 1979 puede detectar 10°

particulas virales por gramo de heces, lo cual 1o hace més sensible que el microscopio
electrénico. El uso de anticuerpos monoclonales incrementa alin més la sensibilidad y
especificidad de esta prueba. Existen una gran cantidad de métodos de ELISA comerdiales
y varian en su sensbilidad y especificidad dependiendo de la casa comercia y s la

prueba esté hecha con anticuerpos monocdonales, policlonales o ambos
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Los ELISA comerciales detectan solamente rotavirus del grupo A (utilizan anticuerpos
anti-VP6). Tienen por finalidad € diagnostico de la infeccion por rotavirus mediante
el uso de anticuerpos monoclonales que detectan la existencia de antigeno virico
VP6 (cdpside interna del viridn) en muestras de heces fecales. Estos asu vez generan
complgos inmunes que pueden ser visibles incluso mediante microscopia
electrénica. Con esta técnica se pueden procesar una gran cantidad de muestras clinicas
en forma rdpida y sencilla. Puede haber fasas postivas, por |0 que se recomienda que
aquellas muestras podtivas obtenidas fuera del periodo epidémico se repitan
nuevamente. Las ventajas de esta son: permite obtener resultados de una formarépida
y fé&cil, tiene poca complgidad técnica, es de facil manipulacion, emplea pocos
reactivos y proporciona una informacion diagnostica rapida, ya que los resultados se
obtienen en un periodo de 30 minutos, lo cua resulta muy conveniente para e

tratamiento de esta enfermedad.

TECNICA

Tiene como finalidad la identificacion de las proteinas del virus en forma directa del
genoma viral. Se emplea como fase sélida una membrana de nitrocelulosa marcada
con un anticuerpo monoclona antiRotavirus. Se pesan 0,2 g de heces fecales y se
diluyen en 1 ml de tampdn de dilucién No. 1 parala muestra. Se agita en un vortex,
centrifugndose posteriormente a 3 000 r.p.m. durante 10 min. Se toma el sobre
nadante y se pasa a un vial teniendo 250 mL de tampon No. 2 para dilucion de
muestra. Se afiade a este vial 250 ml del conjugado constituido por un anticuerpo
monoclonal marcado con oro; incubandose durante 5 minutos a temperatura

ambiente. Setoma 1 ml de lamezcla anterior y se deposita en el vial que contenia la
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tira reactiva de nitrocelulosa ya sensibilizada, se incuba con agitacion durante 25
min. a temperatura ambiente. Posteriormente, se sumerge latiral vez en PBS y se
pone a secar sobre un papel defiltro. En esta prueba se emplea un control positivo y
otro negativo. Se considera la muestra como positiva al aparecer una mancha rojiza
en la membrana de nitrocelulosa. Cuando la membrana queda de color blanco, la
muestra se considera como negativa. Esta técnica ofrece sensibilidad del 96% vy

especificidad del 98%.

2. Radioinmunoensayo (RIA) se denomina, cuando e anticuerpo se marca

con un isdtopo radioactivo, el mas utilizado es € yodo-125, en este caso
anticuerpo reacciona a manera de sandwich, se pega a los epitopes del antigeno
que han quedado expuestos; después de varios lavados, se mide o cuantifica la
radioactividad mediante un contador de centelleo. EI nimero de destellos por
minuto es directamente proporcional a la concentracion del antigeno que
reaccionay de acuerdo con una serie de estadndares de concentracion conocida, se
realiza una curva y se extrapolan los valores de la muestra. En la técnica ELISA
el anticuerpo se marca con una enzima que puede ser lafosfatasa alcalina (FA) o
la peroxidasa de rébano (PR) y para revelar la reaccion se coloca el sustrato
especifico para la enzima que es modificado por ésta y produce un compuesto
coloreado que hace visible la reaccion. Para la cuantificacion se mide la
absorbancia en una longitud de onda determinada en un espectrofotémetro. La

absorbancia seré directamente proporciona ala cantidad de antigeno descubierto.
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3. Aglutinacion de Latex. Esta técnica se usa cominmente para la

demostracion de antigenos de rotavirus en materias fecales. Las particulas de
latex son esferas de poliestireno que se unen fécilmente al fragmento cristalizable
(Fc) de moléculas de inmunoglobulina G (1gG) o inmunoglobulinaM (IgM), esta
ltima es mucho mas eficiente en aglutinar particulas naturales. Los fragmentos
de unién del anticuerpo (FAb) quedan expuestos y son capaces de unirse al
antigeno que se encuentra en la muestra. Cuando los antigenos tienen varios
epitopes (0 edructuras antigénicas repetitivas), los anticuerpos multivalentes
acoplados a multiples particulas de 1&ex se unen al antigeno y se produce un
entramado de las particulas de latex que dan como resultado una aglutinacién
visible. Esta técnica es facil de realizar, requiere sdlo unos minutos y no necesita
equipo, pues se lee a simple vista Sin embargo, ofrece como desventgja la
presencia de reacciones cruzadas sobre todo con otros antigenos en la muestra y
también ocurren interferencias por & fendmeno de prozona, en el que un exceso
de anticuerpos no permite la formacion del entramado. Esta técnica ha

demostrado tener una alta especificidad, pero menor sensibilidad quela Elisa

@ La inmunofluorescencia es un método atamente especifico para detectar
antigeno en biopsias y células de cultivo. Es mas sensible que € microscopio
eectronico, pero menos sensible que la inmunoelectromicroscopia Requiere de un

equipo especia y costosn. Su uso esta limitado alaboratorios de investigacion.

La demostracion de antigeno se hace mediante la utilizacion de un anticuerpo

marcado con un fluorocromo (conjugado) que es especifico para el antigeno que

71

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

se ha de descubrir. Este proceso implica la preparacion de un extendido en placa
de la muestra, del tejido o de una monocapa celular inoculada con la muestra,
luego se fija, se coloca e conjugado con fluoresceina y después de una
incubacion y un lavado, la placa se observa en e microscopio de fluorescencia.
La IFA también es atil para confirmar los hallazgos de cultivo virad y la
combinacion de estos dos métodos mejora @ diagndstico’. Este método es
fécilmente aplicable en tejidos que se pueden colocar sobre una placa a manera
de huella y a partir de ésta aplicar la técnica. Esta prueba generamente
incrementa exponencialmente su positividad con el transcurso de los dias; su

eficiencia evidente amerita su empleo.

@ Coprocultivo. Los cultivos celular es constituyen, desde 1950, el sisema

més empleado para € aislamiento y propagacion de la mayoria de los virus. Los
cultivos de células in vitro consisten en un sigema formado por céulas
provenientes de un 6rgano o un tejido, norma o tumoral, mantenidas en medios
de cultivo de composicion quimica definida y en condiciones de temperatura,
pH, aireacion y humedad controladas. La definicidn operacional de los cultivos
celulares en tres tipos - cultivo primario, cepa celular y linea celular - depende

del origen y tiempo de sobrevida de las célulasin vitro.

No existe un cultivo celular susceptible atodos los virus, de modo que un laboratorio
de diagndstico vira debe disponer de distintos cultivos celulares.
Algunos serotipos de rotavirus inducen un crecimiento muy caracteristico en ciertos

cultivos celulares, facilitando su diagnéstico. Considerando el cuadro clinico, el tipo
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de muestra y de cultivo celular usado, las caracteristicas y tiempo de aparicion del
crecimiento, se puede presumir una etiologia vird con cierta seguridad. Para los
cultivos virales se utilizan monocapas celulares adheridas al lecho de un tubo, que
requieren de sustratos esenciales para su mantenimiento, una solucion amortiguadora
y un pH adecuado, ademéas se deben suplementar con suero fetal animal, que
contiene multiples factores promotores de crecimiento celular. Una vez que la
monocapa se inocula con una muestra pretratada que proviene de un individuo
infectado, el virus se puede descubrir por e desarrollo de un efecto celular
morfoldgico degenerativo visible o éste puede aparecer después de 3 6 4 dias. Sin
embargo, para el caso de los rotavirus se requiere cultivos celulares muy especiales.
(Ver anexo-figura 10)

Dado que & CP es un examen laborioso y de alto costo, es necesario racionalizar su

indicacion, seleccionando los pacientes que clinicamente o por stuacion

epidemioldgica lo ameriten ademés de que se necesitan laboratorios virologicos

especializados. Habitualmente se sugiere realizar CP en pacientes ambulatorios con

diarrea severa, que no ceda a tratamiento sintomatico, cuando hay sangre en las

deposiciones, en diarrea prolongada en pacientes inmunocomprometidos, s existen

antecedentes de viajes, en pacientes con leucocitosis con neutrofilia y en pacientes

desnutridos.

Los mayores predictores de positividad en un CP son: diarrea por més de 24 horas,
fiebre, dolor abdominal y sangre en las deposiciones. En el caso de pacientes
hospitalizados es necesario tomar CP en los estudios de brotes de gastroenteritis por
lo que no se justifica redlizar CP en los pacientes cuyo sindrome diarreico se ha

iniciado a tercer dia de hospitalizacion o de ali en adelante, ya que en estos casos,
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los cuadros diarreicos probablemente no sean causados por los patdgenos

habitua mente buscados en el CP.

@ TECNICASDE DIAGNOSTICO MOLECULAR.

Comprenden las técnicas que evidencian o descubren el material genético especifico
viral conservado y replicable ya sea que se encuentre en un fluido, en una célula o
tgido, ya sea activo o latente. Estas técnicas, que son méas rdpidas que las
tradicionales, permiten hacer estudios en tejidos dmacenados y se pueden clasificar

en dos categorias:

Ensayos de hibridizacion.

Técnicas paralaamplificacion del &cido nucleico.

Ensayos de hibridizacion con sondas. Para la deteccion en rotavirus su

sensibilidad es 10 a 1000 veces mayor que ELISA y su especificidad cercana al
100% L os recientes avances en el campo de la biologia molecular y el conocimiento
cada vez mayor de los virus que causan infecciones importantes en la comunidad,
han hecho posible que en el momento se disponga de fragmentos de ADN de
material gendmico especifico y altamente conservado de un determinado virus que se
utiliza como sonda. Esta frente a sus secuencias complementarias se hibridiza para
formar una molécula duplex. Esta técnica se puede aplicar ya sea para confirmar la
identificacion de un virus en cultivo o descubrirlo directamente en una muestra. Se
pueden utilizar células o tejidos fijados con sustancias que conserven la morfologia
celular y laintegridad del ADN o ARN. Para estudios de ARN se requieren tejidos

frescos congelados rgpidamente con nitrégeno liquido y para estudios de ADN se
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pueden emplear tanto tejidos fijados como congelados. Utilizando el plasmido como
vector y bacterias como huéspedes, es posible producir sondas genéticas en grandes
cantidades. Los fragmentos de ADN o ARN (sondas) se someten a un andlisis de
hibridizacion (o apareamiento con el complementario que se encuentra en el material
gue se va a probar); éste se puede hacer ya sea con ADN o ARN tisular en solucion,
directamente en tejidos o cdulas por hibridizacion in situ. Las sondas se pueden
marcar con radioisotopos (P32, 1125, S35), enzimas, avidina o moléculas
quimioluminiscentes para que la formacién de las moléculas duplex sea descubierta
La sensibilidad de las sondas depende de la cantidad de materiad genético para la
hibridizacion y su especificidad depende de la cdidad de la sonda. Una de las
principaes limitaciones de esta técnica se ve cuando existe una bagja cantidad de
ADN o ARN y éste no se descubre. Muchas de estas pruebas tienen una sensibilidad
que les permite descubrir 10°-10° moléculas o aun 10°-10* moléculas; sin embargo,

esto puede ser insuficiente en muchas situaciones clinicas. (Ver anexo figura8)

TECNICASDE AMPLIFICACION DEL ACIDO NUCLEICO

Reaccién en cadena de la polimerasa. Conocida como PCR (siglas en inglés

de polymerase chain reaction) mediante esta técnica se pueden encontrar cantidades
minimas del acido nucleico del rotavirus en muestras de heces fecales gracias a la
amplificacion selectiva y repetitiva de una secuencia de nucledtidos de un
microorganismo determinado que hace un proceso de sintesis de ADN. Nos sirve
para serotipificar el virus en base a las diferencias del gene que codifica VP7.Tiene

una sensibilidad de 1000 a 10000 veces més que & ELISA y la electroforesis. La

75

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

PCR consta de tres pasos. @) La desnaturalizacion del ADN en la muestra, lo que se
logra d someterlo a atas temperaturas (95° C) para lograr la separacion de las
cadenas, b) La hibridizaciéon de los cebadores (a 55° C) que son unos fragmentos
cortos de ADN complementarios a los extremos 5' y 3' de las secuencias por
amplificar y a partir de los cuales se inicia la sintesis, y ¢) La extension de estos
cebadores por la enzima ADN polimerasa (a 72° C) termoestable (polimerasa
extraida de la bacteria Thermus aquaticus) que produce dos bandas de ADN que son
idénticas a la banda blanco original. Estas reacciones se llevan a cabo de una forma
automatizada en un equipo denominado termociclador. Asi, en cada ciclo de estos
tres pasos, se duplica el material genético en un factor de 2n (donde n es el nimero
de ciclos) hasta que éste se evidencia facilmente en un gel de agarosa y se confronta
con una sonda especifica para confirmar la identificacion final del material
encontrado. De esta manera, después de 30 ciclos, se puede demostrar una copia del
VIH aunque se encuentre en una de cada millon de células T. Esrelativamente rapida
(demora entre 6 y 8 horas) y se puede automatizar. Sin embargo, posee agunas
limitaciones, como € dto costo, la necesidad de cebadores especificos para
encontrar determinado microorganismo y por ello hay la posbilidad de falsos
positivos, lo que implica un conocimiento adecuado de la secuencia de nuclettidos
dd agente. Ademas, la prueba se debe efectuar en condiciones adecuadas de
astringencia, es decir, una temperatura, pH y concentracion de cebadores y
nucledtidos gpropiados. Si hay fallas, pueden ocurrir amplificaciones inespecificas, y
contaminaciones con ADN extrafio. Exige infraestructura y entrenamiento

adecuados, por lo que esta técnica no es de uso habitua (Ver anexo figura9).
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VARIABLE

SINDROME
DIARREICO AGUDO
POR ROTAVIRUS

DIAGNOSTICO

FACTORES
BIOL OGICOS
SEXO

EDAD

CAPITULO 4
4.1 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

CONCEPTO DIMENSION INDICADOR
Caacterizado por diarrea aguda Gravedad % de nifios con deshidratacion
grave asociada con vémitos que AIEPI % de nifios sin deshidratacion
pueden producir la deshidratacion,
el choquey lamuerte.
Intensidad % de nifios con DSH Leve
(OMS-Fortiny % de nifios con DSH M oderado.
Parent) % de nifios con DSH Severa
Clinico: % de pacientes con diarrea
% de pacientes con vomito
% de pacientes con fiebre
) e . %pacientes con dolor abdominal
Métodos y técnicas establecidas
por lacienciamédica, con las
cuales se llegaaladeterminacion
de una enfermedad % de nifios con SDA leve
% de nifios con SDA moderado.
% de nifios con SDA Severa
Laboratorio: % de Inmunocromatografia
, Hombre % de nifios
_Gerje_ro al que corresponde un Mujer % de nifias
individuo
Numero de afios cumplidos Omesesa % RN
36 meses % lactantes menores
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Cuadro de OMS-fortiny
Parent puntagjes 0-1-2
SDA leve 0-4 puntos
SDA moderada 4-8 puntos
SDA severa  9-17 puntos
- Si-no
- Si-no
- Si-no
- Si-no

- Cuadro de OMS-fortiny
Parent puntajes 0-1-2

SDA leve 0-4 puntos
SDA moderada 4-8 puntos
SDA severa  9-17 puntos

Positivos y Negativos

Masculino - femenino

positivo-negativo
positivo-negativo
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FACTOR
DEMOGRAFICO:

PROCEDENCIA Lugar donde hanacido o vivido
unapersonay del cua se origina
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CAPITULO S

DISENO METODOLOGICO

5.1 TIPO DE ESTUDIO

Serealiz6 un estudio de tipo descriptivo-retrospectivo.

5.2 AREA DE ESTUDIO

Comprendi6 e Area de Hospitalizacion Pediétrica perteneciente al Hospital
Provincial Verdi Cevallos Baldadel canton Portoviejo. Este Hospital, cuenta con una
capacidad de atencion de 300 camas. Parala atencion de salud se divide en 2 &eas
principaes: Emergencia y Hospitalizacion ambas se subdividen dependiendo del tipo
de atencion sanitaria: area de Cirugia, area de Clinica, &rea de Gineco-obstetricia y
&reade Pediatria. En esta Ultima érea es donde se gecut0 el estudio. Esta érea cuenta
con cinco cuartos, estos deacuerdo a grupo etario, Lactantes, Pre-escolares,
Escolares, Cuarto para especialidad Traumatoldgica, y cuarto de Infectologia. Cada
cuarto cuenta con una capacidad de ocho camas. Con respecto al material humano,
Actuamente sigue contando con seis médicos tratantes para la especialidad

pediatrica.

5.3CRITERIOSDE INCLUSION

Se consider6 dentro de este estudio todos los datos bibliogréficos, estadisticos y de

laboratorio que nos brindaron las higtorias clinicas de los pacientes menores a tres
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afios con sindrome diarreico agudo hospitalizados durante € periodo de Enero-junio

del 2005.

5.4 CRITERIOS DE EXCLUSION.

Se excluyeron de este estudio todas las historias clinicas de nifios menores de tres
afios, ingresados por otras etiologias del sindrome diarreico agudo. Asi mismo se
descart6 otros ingresos a hospitalizacion de pacientes que hayan sido ingresados por

otras enfermedades.

55POBLACION O UNIVERSO

La poblacién de estudio estuvo compuesta por 131 nifios menores de tres afios
ingresados en el area de hospitalizacion pediatrica del Hospital Verdi Cevallos Balda
durante Enero a Junio del 2005 con diagnostico de sindrome diarreico agudo, los
cuales fueron categorizados deacuerdo a su edad pedidtrica en Recién Nacidos,

lactantes menores, lactantes mayores y pre-escolares hasta los tres afios.

5.6 TECNICA PARA RECOLECCION DE DATOS.
Para la recolecciéon de lainformacion se utilizo:

Técnicas secundarias. Andlisis de contenidos bibliograficos, lecturas cientificas,

y revision de Higtorias clinicas de |os pacientes menores de tres afios.
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5.7PROCESAMIENTO DE DATOS

Los datos fueron procesados mediante la creacion de una ficha bibliografia en
funcién de las historias clinicas de |os pacientes menores de tres afios ingresados con
sindrome diarreico agudo con posible rotavirus, la cua se congituird de las

siguientes partes:

El encabezado

Datos de filiacion

Datos clinicos del sindrome diarreico agudo por rotavirus

Técnica y método de laboratorio para confirmacion de la presencia de

rotavirus: El Inmunoensayo-Inmunocromatografia-ELISA para heces fecales

1) El encabezado, que indicalainstituciéon ala cual fue dirigida el desarrollo de
este trabgjo de teds en este caso la Universidad Técnica de Manabi,
Facultad de Ciencias de la Salud-Escuela de Medicina. Posteriormente
seguira € tema que dio origen a este trabgjo: “INCIDENCIA DE
SINDROME DIARREICO AGUDO POR ROTAVIRUS EN MENORES DE
3 ANOS INGRESADOS EN EL HOSPITAL VERDI CEVALLOS BALDA.

ENERO-JUNIO 2005".

2) Datosdefiliacion. En dla se sefid6:

A. NUmero dehistoriaclinica
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B. Edad del paciente categorizada en recién nacidos, lactantes menores y
mayores y el paciente pre-escolar hasta los tres afios de edad.

C. El sexo dd individuo que se dividird en masculino y femenino.

D. Procedencia o lugar del cua provienen, localizacion urbana, rural,
urbana marginal y otras. Esta Ultima categoria se la aplico debido a que
este hospital es de carécter provincial y en la mayoria de veces

pacientes de otras provincias son remitidos a esta casa de salud.

3) Datos clinicosdel sindrome diarreico agudo por rotavirus. En esta parte se
anotaron los signos, sintomas de la enfermedad diarreica como tal, que
pudieren ser compatibles o0 no con la presencia de enfermedad causada por
rotavirus. En el caso de los signos, tales como diarrea y vomitos se les asigné
una respuesta afirmativa y negativa para confirmar o negar su presencia, €l
cual fue sefialado con un circulo; en el caso de que el signo sea afirmativo (si)
se continud posteriormente a anotar en valores numeéricos el nimero diario de
evacuaciones diarreicas o de vomitos para confirmar la frecuencia de

deposicion y emesis.

@ En el caso de los signos paraidentificar deshidratacion se han tomado
partes de los cuadros descritos y propuestos por la Organizacion
Mundial de la Salud, el cual ofrece algunas consideraciones de las

cuales se han anotado |las siguientes:

Estado de Ojos, ( 0jos hundidos o no)
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Estado de ingestion de liquidos (tiene sed, bebe mal o no)
Presenciadel signo del pliegue cutaneo (menoso mas de 2 segundos)

Estado de conciencia normdl, irritable, apatico o somnoliento

@ Dos de estos signos o la ausencia de estos confirmaron la presencia de
deshidratacién o no segun lo estipulado por la OMS. Pogteriormente a
los anteriores, se les agregd e resto de signos propuestos para
deshidratacion derivados de los cuadros de la estimacion clinica de la
deshidratacion propuestos por Fortin y Parent (ver anexo cuadro 5)
Estado de piel
Estado de mucosaoral
Presencia de lagrimas
Estado de Fontanelas
Pulso
Estado de la Respiracién
Estado de las extremidades
Estado neuroldgico (modificado)

Estado neurol égico
En cada una de estas categorias de estimacion se encuentran afiadidas tres
opciones a las cuaes se les ha dado un valor numéricode0 -1 -2 para
determinar si el sindrome diarreico agudo es de intensidad leve, moderado o
grave, deacuerdo a la pérdida de liquidos, tal como se establece en la tabla
modificada de la OMS - Fortin y Parent para estimacion clinica de

deshidratacion (ver anexo-cuadro 5).
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Con respecto a estado neuroldgico del paciente se determind la irritabilidad,
Apatia y somnolencia tal como esta estipulado en e cuadro de la clinica de

deshidratacion de la OM S con modificaciones de Fortin y Parent.

Entre los sintomas como la fiebre (que ademés es un signo) se determiné en
base a una respuesta afirmativa o negativa y sefialada mediante un circulo. En
caso de su presencia, se anotd su cantidad en valores numéricos y medida en
grados centigrados para su confirmacion referencial; por ultimo, € sintoma de
dolor abdominal fue anotado con una respuesta afirmativa y negativa para su
evaluacion y correlacion posterior con la clinica del paciente como parte del

complejo sintomético.

4) Técnicas y Datos de laboratorio. En esta seccion de la ficha bibliografica,
constaron €l método y técnica empleada que se usd para la confirmacion
etiolégica del rotavirus. Aqui, solo nos referimos a un solo méodo referido
por la literatura y que se encuentra presente en nuestro medio, entre e cua
tenemos:

Inmunoensayos-I nmunocromatografia o Elisa en heces fecales
Después de confirmado la presencia del método de diagnostico de laboratorio usado,
se anot6 en cada uno de ellos la positividad (simbolo més) o negatividad (simbolo
menos) del mismo para corroborar la presencia de casos positivos y casos negativos
de este agente etiol6gico para su posterior tabulacion correspondiente.
Ea ficha bibliografica que se elabord para la recoleccion de datos en base a la

historia clinica de los pacientes hospitalizados durante enero a junio 2005, fue
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constituida inicialmente como una prueba piloto primeramente probada
aleatoriamente en 10 nifios menores de 3 afios ingresados en e &ea de
hospitalizacion pediétrica durante el transcurso del mes de octubre, luego de ello se
realizaron las mejoras necesarias para su posterior aplicacion en las historias clinicas
de los nifios menores de tres afios objeto de nuestro estudio, que estuvieron presentes
en el Departamento de Estadistica del Hospital Verdi Cevallos Bada de Portoviejo.

(Ver anexo ficha bibliogréfica).

5.8 ANALISISDE DATOS.

Para el andlisis de los datos obtenidos se realizo una estadistica descriptiva en base a
porcentajes y frecuencia de cada una de las variables evaluadas y de sus posibles
combinaciones.

v/ Para determinar los factores biolégicos del paciente se recogio los datos de
edad, sexo. Con respecto a la variable edad, se establecid sus frecuencias
deacuerdo a cada mes, luego se estimo sus totales y luego se determind su
valor porcentual, Asi mismo con la variable sexo. Con respecto a lugar de
procedencia, se determind sus totales y sus valores porcentuales.

v/ Paracatalogar la presencia o no de la deshidratacién, nos guiamos en base
los signos y sintomas presentes propuestos por la OMS (la presencia de dos
signos indican deshidratacion). Para establecer la intensidad de la
enfermedad, se determind mediante la estimativa de signos y sintomas
presentes en las higtorias clinicas y corroboradas mediante los cuadros de

OMS-Fortin y Parent (ver anexo cuadro 5).Por medio de todos estos datos
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clinicos, se establecié frecuencias de deshidratacion en los pacientes y sus
porcentajes relacionadas con la intensidad (Ileve moderaday grave).

v/ Ladeterminacion del etioldgico rotavirus, fue redizado tomando en cuenta
su presencia en la ficha bibliogréfica, su numero de casos negativos y casos
positivos, sus totales en el tiempo de estudio y de esta manera se establecio
Sus respectivas frecuencias y porcentajes.

Vv Solo los casos positivos fueron seleccionados para estimar frecuencias y

porcentajes y relacionarlas con las demés variables

5.9 TABULACION.

Se lo realizé primeramente en forma manud y posteriormente se analizaran con las

sub-rutinas del programa Excel.

5.10 PRESENTACION DE RESULTADOS.

Para la presentacion de los resultados de esta investigacion se uso grafi-tablas en

base alos datos de las variables recogidos. (Ver capitulo 6 GRAFITABLAYS).
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CAPITULO 6

PRESENTACION DE RESULTADOS

GRAFI-TABLAS

TABLAY GRAFICO 1

FRECUENCIA POR MESDEL SDA EN PACIENTES INGRESADOSEN EL
HOSPITAL VERDI CEVALLOSBALDA

ENERO-JUNIO DEL 2005

MESES Frecuencia | Valor porcentual
ENERO 32 24,42%
FEBRERO 18 13,74%
MARZO 9 6,87%

ABRIL 25 19,08%
MAYO 26 19,84%
JUNIO 21 16,03%
TOTAL 131 100%
Frecuencia
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TABLA Y GRAFICO 2

EXAMENESCLINICO Y DE LABORATORIO PARA ROTAVIRUSEN
MENORES DE 3 ANOS CON SINDROME DIARREICO
HOSPITAL VERDI CEVALLOSBALDA
ENERO-JUNIO DEL 2005

% del total de la

METODO DIAGNOSTICO FRECUENCIA poblacién
Examen clinico mas
laboratorio para rotavirus 67 51,10%

Examen clinico sugerente
y no laboratorio 42 32,00%
Examen clinico y

laboratorio para otros
etioldgicos 22 16,79%

TOTAL 131 100%

Examen clinico Examen clinico Examen clinico

mas laboratorio sugerente y no 'y laboratorio

para rotavirus  laboratorio para otros
etiologicos

O Examen clinico mas
laboratorio para rotavirus

B Examen clinico sugerente y
no laboratorio

O Examen clinico y
laboratorio para otros
etiologicos
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HOSPITAL VERDI CEVALLOSBALDA

TABLA Y GRAFICO 3
EXAMENESCLINICO Y DE LABORATORIO PARA ROTAVIRUS
REALIZADOSEN 67 PACIENTES MENORES DE 3 ANOS

ENERO-JUNIO 2005

% de total de examen % del total
METODO DIAGNOSTICO [FRECUENCIA y laboratorio poblacional
Examen clinico y
laboratorio positivo para
rotavirus 53 79,10% 40,40%
Examen clinico y
laboratorio negativo para
rotavirus 14 20,89% 10,68%
Sin exdmenes 64 00,00% 48,85%
Total 131 100% 100%
FRECUENCIA
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Examen clinicoy Examen clinico y Sin examenes
laboratorio positivo laboratorio
para rotavirus negativo para
rotavirus

FRECUENCIA

O Examen clinico y
laboratorio positivo para
rotavirus
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TABLA Y GRAFICO 4
EDAD DE LOSPACIENTESPOSITIVOSPARA ROTAVIRUS MENORES

DE 3ANOSINGRESADOSHOSPITAL VERDI CEVALLOSBALDA
ENERO JUNIO DEL 2005

% DEL TOTAL DE % DEL TOTAL,DE LA
EDAD FRECUENCIA POSITIVOS POBLACION
Recién nacidos 0 0% 0%
lactantes
menores 2 3,77% 1,52%
lactantes
mayores 12 22,64% 9,16%
Pre-Escolares 39 73,58% 29,70%
TOTAL 53 100% 54,12%
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TABLA Y GRAFICO5
DISTRIBUCION POR SEXO DE LOSPACIENTESMENORESDE 3 ANOS
POSITIVOS PARA ROTAVIRUSHOSPITAL VERDI CEVALLOSBALDA
ENERO JUNIO DEL 2005

% DEL TOTAL % DEL TOTAL DE LA
SEXO FRECUENCIA | DE POSITIVOS POBLACION
Masculino 30 56,60% 22,90%
Femenino 23 43,00% 17,55%
Total 53 100% 40,45%
FRECUENCIA

B FRECUENCIA

Masculino Femenino

FRECUENCIA

@ Masculino
B Femenino
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TABLA Y GRAFICO 6

PROCEDENCIA DE LOS PACIENTES MENORES DE 3 ANOS POSITIVOS
PARA ROTAVIRUSHOSPITAL VERDI CEVALLOSBALDA
ENERO JUNIO DEL 2005

% DEL TOTAL |% DEL TOTAIj DE
PROCEDENCIA FRECUENCIA |DE POSITIVOS |LA POBLACION
Urbana 30 56,60% 22,90%
Rural 18 34,00% 13,74%
Urbano marginal 4 7,50% 3,05%
otras provincias 1 1,88% 1%
total 53 100% 40,69%
FRECUENCIA
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TABLA Y GRAFICO 7

CUADRO CLINICO DE LOS PACIENTES POSITIVOS PARA ROTAVIRUS
MENORESDE 3 ANOSHOSPITAL VERDI CEVALLOSBALDA
ENERO JUNIO DEL 2005

CUADRO CLINICO DE LOS PAClENTES POSITIVOS PARA
ROTAVIRUS E-J ANO 2005
SIGNOS Y % DEL TOTAL DE
SINTOMAS FRECUENCIA POSITIVOS
DIARREA 24 45,28%
VOMITO 12 22,64%
FIEBRE 9 16,98%
DOLOR ABDOMINAL 8 15%
TOTAL 53 100%
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TABLA Y GRAFICO 8

GRAVEDAD DEL SINDROME DIARREICO AGUDO EN LOSPACIENTES
INGRESADOSEN EL HOSPITAL VERDI CEVALLOSBALDA
ENERO-JUNIO 2005

VALOR
GRAVEDAD DEL SDA |FRECUENCIA PORCENTUAL

deshidratacion si 84 64%

deshidratacion no 47 36%

total 131 100%
FRECUENCIA
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TABLA Y GRAFICO 9

GRAVEDAD DEL SINDROME DIARREICO AGUDO EN LOSPACIENTES
POSITIVOSPARA ROTAVIRUSHOSPITAL VERDI CEVALLOS BALDA

ENERO JUNIO 2005

% del total de
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10

GRAVEDAD DEL SDA FRECUENCIA deshidratacion

deshidratacion si 53 63,09%

deshidratacién no 0 0%

total 53 63,09%
FRECUENCIA
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TABLA Y GRAFICO 10

INTENSIDAD DEL SINDROME DIARREICO AGUDO EN PACIENTES
INGRESADOSEN EL HOSPITAL VERDI CEVALLOSBALDA
ENERO-JUNIO 2005

% del total de
INTENSIDAD frecuencia Deshidratacién
Deshidratacion leve 25 29,76%
Deshidratacion
moderada 54 64,28%
Deshidratacion severa 5 5,95%
TOTAL 84 100%
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TABLA Y GRAFICO 11

INTENSIDAD EN LOSPACIENTES POSITIVOS PARA ROTAVIRUS
HOSPITAL VERDI CEVALLOSBALDA
ENERO JUNIO 2005

INTENSIDAD frecuencia |% del total de positivos
Deshidratacion leve 17 20,23%
Deshidratacion
moderada 33 39,28%
Deshidratacion severa 3 3,57%
TOTAL 53 100%
frecuencia
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TABLA Y GRAFICO 12
METODO DIAGNOSTICO DE LABORATORIO EN PACIENTES
INGRESADOSEN EL HOSPITAL VERDI CEVALLOSBALDA
ENERO JUNIO 2005

METODO DIAGNOSTICO
DE LABORATORIO Frecuencia Valor porcentual
Con examen para rotavirus 67 51,14%
Sin examen para rotavirus 64 48,85%
Total 131 100%

Frecuencia

O Frecuencia

Con examen para  Sin examen para
rotavirus rotavirus

Frecuencia

O Con examen para
rotavirus

B Sin examen para rotavirus
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TABLA Y GRAFICO 13

METODO DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE
INMUNOCROMATOGRAFIA EN HECES EN LOSPACIENTES
POSITIVOS PARA ROTAVIRUS
HOSPITAL VERDI CEVALLOSBALDA
ENERO JUNIO 2005

% del total de
METODO examenes para % del total de la
DIAGNOSTICO Frecuencia rotavirus poblacién
Inmunocromatografia
rotavirus positivo 53 79,10% 40,45%
Inmunocromatografia
rotavirus negativa 14 20,89% 10,68%
TOTAL 67 100% 51.13%
Frecuencia
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heces rotavirus positiva  heces rotavirus negativa

Frecuencia

O Inmunocromatografia en
heces rotavirus positiva

B Inmunocromatografia en
heces rotavirus
negativa

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

TABLA Y GRAFICO 14

INMUNOCROMATOGRAFIA ROTAVIRUS POSITIVA DEACUERDO A
LOSMESES INGRESADOSHOSPITAL VERDI CEVALLOSBALDA
ENERO-JUNIO ANO 2005

% del total de | % del total de la
MESES |Frecuencia| positivos poblacién
ENERO 15 28,30% 11,45%
FEBRERO 6 11,32% 4,58%
MARZO 2 3,77% 1,52%
ABRIL 10 18,86% 7,63%
MAYO 11 20,75% 8,39%
JUNIO 9 16,98% 6,87%
TOTAL 53 100% 40,44%
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CAPITULO 7

ANALISISE INTERPRETACION DE RESULTADOS

Durante los meses de enero a junio la frecuenciay porcentaje de la poblacion
total de 131 pacientes menores de tres afios con sindrome diarreico agudo
ingresados en el area de hospitalizacion del Hospital Verdi Cevallos Balda
fue la siguiente: En enero 32 pacientes lo que corresponde a un 24,42% ; en
el mes de febrero 18 pacientes lo que corresponde aun 13,74% ; en el mes de
marzo 9 pacientes lo que corresponde a 6,87% ; en e mes de Abril 25
pacientes lo que corresponde a 19,08% ; en e mes de mayo 26 pacientes lo
que corresponde a 19,84% ; en el mes de Junio 21 pacientes lo que

corresponde a16,03 % (Ver tablay gréfico de resultados N° 1).

De esta poblacion de 131 pacientes menores de tres afios ingresados por
sindrome diarreico agudo, se observo la frecuencia y porcentaje de los
pacientes con exdmenes clinico y de laboratorio para rotavirus y de otros
etiolégicos, en lo cud se determind lo siguiente: Para los pacientes con
examen clinico mas laboratorio para rotavirus se observé una frecuencia de
67 pacientes que corresponde a un porcentgje del 51,10% de la poblacion
total ; Para los pacientes con examen clinico sugerente y no presencia de
examen de laboratorio se observd una frecuencia de 42 pacientes lo que
corresponde a un 32% dd tota de la poblacion ; Para los pacientes con
examen clinico y de laboratorio para otros etiolégicos corresponde un 22%

de tota delapoblacion. (Ver tablay grafico de resultados N° 2).
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Deacuerdo a la frecuencia y porcentaje de los 67 pacientes con examen
clinico y de laboratorio para rotavirus se obtuvo los siguientes datos: Los
pacientes con examen clinico y de laboratorio positivo para rotavirus se
observé una frecuencia de 53 pacientes lo que corresponde a un 79, 10% del
total de exdmenes de laboratorio y a un 40,40% del tota de la poblacion; para
los pacientes con examen clinico y de laboratorio negativo pararotavirus se
observo una frecuencia de 14 individuos lo que corresponde a un total del
720,89% del tota de exadmenes de laboratorio y a un 10,68% del totd de la
poblacion. A este Ultimo con el porcentaje anterior corresponde a un
porcentaje tota de la poblacion estudiada de un 51,08%.(Ver tabla y grafico

de resultados N° 3).

En base ala frecuencia y porcentgje de la edad de los pacientes positivos, se
observo lo sguiente: Con respecto a los recién nacidos durante todos los
meses del tiempo de estudio se determino una frecuencia de cero pacientes,
en los lactantes menores solo se observo una frecuencia de 2 pacientes lo que
corresponde a un total de postivos de 3,77% y a un 15,26% del total de la
poblacion; en los lactantes mayores se observo una frecuencia de 12 pacientes
lo que corresponde a un total de 22,64% del total de positivos y a un 9,165
dd total de la poblacion; Los pre-escolares presentaron una frecuencia de 39
pacientes lo que corresponde a un 73,58% del total de positivos y a un

29,70% dd totd delapoblacion. (Ver tablay gréfico de resultados N° 4).
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Con respecto a la frecuencia y porcentaje del sexo de los pacientes positivos,
se observo lo siguiente: se determing que la frecuencia del sexo masculino
fue de 30 individuos con un porcentaje de 56,605 del total de positivos y a
un 22,90% del total de la poblacién; para la poblacion femenina se observo
una frecuencia de 23 individuos con un porcentaje de 435 del total de
positivos y un 40,455 del totd de la poblacion. (Ver Tabla y gréfico de

resultados N°5).

Con respecto ala procedencia de los pacientes positivos tenemos la siguiente
observacion: los pacientes pediétricos positivos tenian una frecuencia de 30
nifios de localizacién urbana lo que corresponde a un porcentgje del total de
positivos de 56,60% y a un 22,90% del tota d la poblacién; 18 pacientes de
localizaciéon rura con un porcentaje de 34% dd total de positivos y un
13,74% dd total de la poblacion ; 4 pacientes de localizacion urbano
marginal lo que corresponde a un 7,50% del total de positivosy a un 3,% de
total de la poblacidn; pacientes de otras provincias tenian una frecuencia de 1
y un porcentgje de 1,88% del total de postivos y un 1% del total de la

poblacion (Ver tablay gréfico de resultados N° 6).

Con respecto a la digtribucién de las frecuencias y porcentajes del cuadro
clinico de los pacientes positivos tenemos la siguiente frecuencia: diarrea en
24 pacientes con un porcentaje de 45,28% del total de positivos; €l vomito
una frecuencia de 12 pacientes lo que tuvo un porcentaje de 22,64, lafiebre

una frecuencia de 9 pacientes con un porcentge de 16,98%; e dolor
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abdominal tuvo una frecuencia de 8 pacientes con un porcentge de 15% (ver

tablay gréfico de resultados N° 7).

Con respecto a la gravedad, se determiné la frecuencia de la deshidratacion
con respecto a su positividad o negatividad en la poblacion totd: una
frecuencia de 84 pacientes para la s deshidratacion lo que corresponde a un
porcentaje del 64% del total. Y una frecuencia de la no deshidratacion de 47
pacientes lo que corresponde aun porcentaje de 36% del total de la poblacidn
(ver Tabla y gréfico de resultados N° 8). As mismo se determind la
positividad o negatividad en la poblacién positiva: una frecuencia de 53
pacientes para la si deshidratacion lo que corresponde a un porcentaje de
100% del total de la poblacién y una frecuencia de 0 para la no

deshidratacion (ver Tablay gréfico de resultados N° 9).

Conrespecto alaintensidad, se determind la frecuencia de la deshidratacion
con respecto a S es leve, moderada o grave primeramente en relecion al
nimero de los pacientes que estaban deshidratados: para la deshidratacion
leve frecuencia de 25 pacientes lo que corresponde a un 29,76% del total de
pacientes deshidratados, deshidratacion moderada 54 pacientes lo que
corresponde a un 64,28% dd total de pacientes deshidratados y
deshidratacion severa con 5 pacientes o que corresponde aun 5,95% del tota
de los pacientes deshidratados(Ver tabla y grafico de resultados N° 10).Asi
mismo se establecio la frecuencia de la deshidratacion con respecto a s es

leve, moderada o grave en la poblacion positiva: deshidratacion leve 17
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pacientes con un porcentaje de 20,23% del totd de poblacion deshidratada;
deshidratacion moderada 33 pacientes con un porcentaje de 39,28% del total
de poblacion deshidratada; y deshidratacion severa 3 pacientes con un
porcentaje de 3,57% del total de poblacion deshidratada(Ver tabla y gréafico

deresultados N° 11).

Con respecto a método de diagnostico de laboratorio para € examen de
rotavirus en la poblacion total se registré lo siguiente: La frecuencia de
pacientes con examen para rotavirus tuvo una frecuencia de 67 exdmenes de
pacientes o que corresponde a un porcentge de 51,145 de totd de la
poblacion. La frecuencia de pacientes sin examen para rotavirus fue de 64 lo
que corresponde a un valor de 48,85% del totd de la poblacion.(ver tabla y
gréfico de resultados N° 12). De los pacientes con examen para rotavirus se
determiné que el Unico tipo de méodo diagndstico presente fue la
Inmunocromatografia ELISA en heces fecales. De estos 67 pacientes con
examen para rotavirus se registro que 53 individuos tenian
Inmunocromatografia en heces para rotavirus positiva o que corresponde a
un 79,105 del tota de examenes y un 40,45% dd total de la poblacién
estudiada; Los 14 pacientes restantes pertenecian a la Inmunocromatografia
en heces para rotavirus negativa lo que corresponde 20,89% del total de
examenes y a un 10,68% del total de la poblacién. El total porcentud de la
poblacion de pacientes con examen para rotavirus es del 51,13%(Ver tabla

gréfico de resultados N° 13).
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En base alo anterior, se estimé la frecuencia y porcentajes de presentacion de
los pacientes rotavirus positivos con Inmunocromatografia en heces fecales
presentados en cada mes: En enero 15 pacientes positivos con un porcentaje
de 28,30% dd total de positivos y un 11,45% del total de la poblacion;
Febrero una frecuencia de 6 pacientes con un porcentaje de 11,32% del tota
de positivos y 4,58% del total de la poblaciéon; Marzo frecuencia de 2
positivos lo que corresponde a 3,77% del total de positivos y a un 1,52% de
total de la poblacién; Abril frecuencia de 10 casos positivos lo que
corresponde a un porcentaje de 18,86% y a un 7,63% del total de la
poblacion; Mayo frecuencia de 11 casos positivos |o que corresponde a un
porcentaje de 20,755 del total de positivos y a un 8,39% del total de la
poblacion; Junio con una frecuencia de 9 casos positivos y un porcentgje de
16,98% del total de positivos y un 6,875 del total de la poblacion(Ver tabla

gréfico N° 14).

INTERPRETACION:

1. Enbasealosdatos recogidos se determiné que entre los meses de Enero a
Junio del 2005 existio un registro de 131 pacientes con Sindrome
Diarreico Agudo siendo esta una causa importante de ingreso en el
Hospital Verdi Cevallos Balda para la poblacion infantil, tal como se
aprecia en los datos ofrecidos por laOMS, constituyendo un problema de
morbilidad y mortaidad de salud publica en nuestro poblacion en vias en

desarrollo.
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2. Se observé que de la poblacion de 131 pacientes el 51% de nifios
menores de tres afios tenian examen clinico y de laboratorio para
rotavirus. De estos, se determind que la Inmunocromatografia ELISA
para heces fecales fue el Gnico examen presente para la detecciéon del
rotaviruss. De estos s determind que € 79,10% eran
Inmunocromatografia de heces para rotavirus positivos, mientras que €
20,89% eran Inmunocromatografia de heces para Rotavirus negativos. En
funcién del total de la poblacion la Inmunocromatografia de heces
positiva representa el 40,45% mientras que la Inmunocromatografia en
heces Negativa representa e 10,68%.

3. Enrelacion a la edad Pedidtrica de los casos positivos, € grupo de edad
de los pre-escolares predominaron en un porcentaje de 29,70% del tota
de la poblacion seguidos de los lactantes mayores en un 9,16%, los
lactantes menores en un 1,52%. L os recién nacidos no mostraron ninguna
presenciaalo largo dd tiempo de estudio probablemente debido a que en
ellos segiin demuestra la literatura se encuentran protegidos parcialmente
por la inmunidad proporcionada por la madre. En relacion de lo anterior
se relaciona lo demostrado en la literatura que la poblacion inferior alos
tres afos es la més afectada y €l grupo més frecuente para infeccion del
sindrome diarreico por rotavirus lo congtituyen los lactantes mayores y
pre-escolares.

4. Con respecto a sexo pediétrico de los casos positivos, se demostré que €
22,90% de la poblacion estudiada eran individuos masculinos y un

17,55% de la poblacién eran individuos de sexo femenino. Al respecto a
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nivel mundial segin la OMS y estudios propuestos por 41 paises en €
sexto simposio internacional sobre rotavirus han establecido que no hay
una asociacion clara rea de la distribucion por sexo pero hay una ligera
inclinacion del sexo masculino sobre e femenino.

5. Conrespecto a lugar de procedencia, La poblacion positiva para rotavirus
de tipo Urbana, predominé en gran medida sobre las demés en un
porcentaje del 22,90%.En orden descendente se le sumo la localizacion
rural con un porcentaje de 13,74%, la urbano-marginal conun 3,05% vy la
de otras provincias con un porcentaje del 1 %, este ultimo fue un paciente
derivado de la provincia del Guayas, lo que llama la atencion debido a
que los pacientes de los hospitales provinciales deben ser trasladados
dependiendo de su complejidad, y este paciente provenia del Hospital Del
Nifio Roberto Gilbert de Guayaquil. A pesar del predominio demostrado
en la poblacién urbana la literatura refiere que el sindrome diarreico
agudo por rotavirus constituye una enfermedad democrética y que en si
no respeta el estado social 0 econdmico de las poblaciones aunque existe
un claro predominio a nivel mundial de los paises sub-desarrollados en

relacion alos desarrollados en la presencia de esta enfermedad.

6. Con respecto alos signos y sintomas presentes en los pacientes positivos
se registrd que € signo de la diarrea se encontraba presente en los
pacientes en un porcentaje de 45,28% en relacion con la poblacion, de ahi
en orden descendente le siguieron el vomito en un porcentaje de 22,64%,
la fiebre en un porcentgje 16,98% y el dolor abdominal en un 15%.De

esta manera observamos que e signo de ladiarreay el vémito se presento
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en forma més frecuente en esta patologia sobre los anteriores signos y
sintomas. Al igual que todos los gastroenteritis agudas la presencia de uno
de estos signos o de ambos 0 de su combinacion no exime la presencia de
este etiolégico en esta enfermedad, por 1o que a pesar de que existe un
claro predominio de la diarrea sobre el vomito son datos inconstantes y
gue pueden estar presentes en mayor 0 menor medida. Con respecto aello
la literatura nos reporta que la diarrea y el vomito son los signos més
frecuentes de este sindrome diarreico agudo por rotavirus, pero que
aparecen en orden cronoldgico debido a que en un plazo de 48 horas se
re-epiteliza la vellosidad intestinal es decir uno da paso al otro y pueden
estar presentes en combinacion como parte del complejo sintomético.

7. Con respecto a la gravedad, la presencia positiva de deshidratacion
predomind en la poblacion total en un 64% y en la poblacién positiva para
rotavirus en un 100%. Con ello demostramos que la presencia de
deshidratacion es una complicacion muy frecuente en e sindrome
diarreico agudo por Rotavirus ta como lo registra la OMS como
complicacién frecuente de morbilidad y mortalidad en un porcentgje de
50-70%.

8. Con respecto ala intensidad, se registr6 que la deshidratacion moderada
predomind en la poblacion deshidratada tal como para la poblacion
positiva para rotavirus con los siguientes valores; la deshidratacion
moderada correspondié a un porcentaje 64,28% de la poblacion
deshidratada y a un 39,28% de la poblacion positiva para rotavirus, de ahi

en orden de frecuencia le sigui6 la deshidratacion leve con un porcentaje
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de 29,76% para la poblacién deshidratada y un 20,23% para la poblacion
positiva para rotavirus. La deshidratacion severa se encontré en ultimo
lugar en un porcentaje de 5, 95% para la poblacion deshidratada y un
3,57% para la poblacion positiva para rotavirus. Tal como nos ofrece la
informacion de la OMS y e sexto simposio de Rotavirus, la
deshidratacion en los pacientes es muy severa S no <e la trata en su
respectivo momento. Asi mismo tenemos que en mayor 0 menor medida
los Centros de Salud ofrecen guias y controles de prevalencia adecuados
de exdmenes, lo que ofrece que la prevencion y la atencion tempranaen la
aparicion de esta complicacion no se de a efecto evolutivamente en la

cronologia de la enfermedad.
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CAPITULO 8

CONCLUSIONES

1. Seconcluye con este estudio, que existié una Incidencia de Sindrome Diarreico
Agudo por Rotavirus de un 40,45% de un total de 131 pacientes menores de tres
anos ingresados en el Hospital Verdi Cevallos Balda de Portoviejo durante enero

aJunio dd 2005.

2. Dd total de la poblacion, la edad pedidtrica mas frecuente de menores de tres
afos positivos para rotavirus, predominantemente lo constituyeron los pre-

escolares seguido de los lactantes mayores.

3. Con respecto a sexo pediétrico de los pacientes positivos para rotavirus, se
observé y determind que la poblacion predominante fue la masculina sobre la

femenina

4. Con respecto d lugar de procedencia se determind que los pacientes de
localizacion urbana en mayor medida predominaron sobre los demés. Seguida en

menor medida por la poblacién larural.

5. Asi mismo, concluimos que € método parala estimacién clinica de los pacientes
positivos, es decir, la tabla de OMS-Fortin y Parent es muy eficiente, sensible y

fécil de usar en la determinacion de la enfermedad diarreica y deshidratacion.
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6. Con respecto alos signos y sintomas se determiné que la diarrea fue € signo méas
predominante y en segundo lugar € vOmito aunque a nuestro criterio
consideramos que ambos signos pueden estar presentes a lo largo del desarrollo

de la enfermedad en mayor o menor grado.

7. Con respecto a la gravedad, se determind que toda la poblacién positiva para
rotavirus desarrollo deshidratacion en un 100% como complicacion del sindrome
diarreico agudo por Rotavirus y concluimos con los demés investigadores y

autores que es un conjunto de signos muy frecuente para este tipo de enfermedad.

8. Con respecto alaintensidad, se determind y concluy6 que dentro de la poblacion
positiva para rotavirus, presentd un predominio de la deshidratacion moderada
sobre la leve y en Ultimo lugar sobre la severa. Este predominio de este tipo de
deshidratacion sobre las demés nos indica que muchas veces estos pacientes se
ingresan después de dos hasta tres dias de iniciado los sintomas, por motivos de
falta de conocimiento de la poblacion civil, ya que son muchas las ocasiones que
observando una situacion real de cuadro clinico de Sindrome diarreico Agudo por
la gran cantidad de liquidos que se eliminan con las diarreas, generamente los
padres, no acuden en atencidn temprana preventiva para e tratamiento adecuado
con liquidos y electrolitos y solo hasta que se ha generado la consiguiente pérdida
de peso, es cuando estos acuden alarmados por los cambios corporades de la
deshidratacion para recibir una adecuada atenciéon medica en un centro
hospitalario para la mejora del nifio. Asi mismo hay que considerar, que la

oportuna, r&pida y adecuada atencion por los médicos residentes y por los
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médicos tratantes han logrado que la incidencia de deshidratacion severa no haya

sido muy elevada por la adecuada vigilanciay tratamiento oportuno.

9. Con respecto a método de diagndstico de laboratorio empleado, concluimos que
en e momento del estudio, solo existié para la determinacion de rotavirus en
heces fecales, la prueba de Inmunocromatografia-ELISA, debido a que es un
examen facil de usar, practico, de poco tiempo de espera (de mediaa 1-2 horas en
nuestro medio) y que puede corroborar el diagnostico clinico . Dicho examen se

observo presente en un 100% de los casos positivos.

10.En conclusion, del total de la poblacion, de la Inmunocromatografia de heces
para rotavirus, solo se observo que la poblacion positiva para rotavirus representd
e 40,45% mientras que la Inmunocromatografia en heces Negativa representd

solo el 10,68% de la poblacion.
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CAPITULO9

RECOMENDACIONES

/] Todo paciente con Sindrome Diarreico Agudo que viene por primeravez ala
emergencia, consulta o &ea de hospitalizacion debe de ser evaluado
clinicamente y en forma adecuada, sugerimos el uso de la Tablade OMS con
modificaciones de Fortin y Parent ya que con ella a méas de descartar o
corroborar la presencia de deshidratacion nos puede indicar su estaditaje por
pérdida porcentual en liquidos en leve, moderado y severa a méas de los

signos clinicos tradicionales de diarrea, vomito y fiebre.

0] Todo paciente con sindrome diarreico agudo de etiologia desconocida y que
presenta fiebre, vomito, diarea y sangre a mas de los exdmenes
coproparasitarios tradicionales, debe ser mandatorio e uso de examen de
Inmunocromatografia para rotavirus en todos los menores de 5 afios. El hecho
de que existan estrias de sangre en heces, no niega la presencia de este agente
etiolégico debido a que las evacuaciones profusas, frecuentes a més de
destruir las vellosidades intestinales, tienden a lacerar la mucosa recto-anal.
Asi mismo, pacientes pedidtricos menores de tres aflos que tengan
diagnostico de intolerancia a la lactosa debe de redizarse examen en heces
para Rotavirus, debido a que lesionan en forma foca las células de las
vellosidades del intestino delgado, disminuyendo la produccién de la lactasa,
disacaridasa responsable de la digestion de la lactosa, o que condiciona

mayor secrecion de agua, que se pierde através de las heces.
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%] Al realizar el examen de Inmunocromatografia para rotavirus, este siempre se
lo recomienda realizarlo en la emergencia y en los primeros dos dias de
hospitalizacion debido d riesgo de contaminacion de la muestra por
etiolégicos virales nosocomiales lo que disminuiria la sensibilidad del

examen.

%] Recomendamos a las autoridades sanitarias de nuestra provincia para que
realicen en base a estos datos, las respectivas vigilancias epidemioldgicas y
ademas garanticen por medio del estado un acceso gratuito de los examenes
de laboratorio para redlizar en forma répida y adecuada el tratamiento con
reposicion de liquidos y en si no dejar que el paciente genere la complicacion

de este sindrome que es la deshidratacion.
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CAPITULO 10

PARTE REFERENCIAL

RECURSOS

1. INSTITUCIONALES

** Departamento de Pediatriadel Hospital Verdi Cevallos Balda

* %

De Portovigjo

Departamento de Estadistica del hospital Verdi Cevallos Balda

De Portovigjo

2. HUMANOS

**

**

**

**

Investigadores: Juan Pablo Macias Fernandez

Y andri Alexander Delgado Mantuano
Tratantes Médicos del &rea de Pediatria
Dr. Augusto Pérez  (Jefe del Departamento de Pediatria)
Dra MelaniaAlcivar (Jefe del Departamento de Pediatria)
Jefe del departamento de Estadistica

Ing. Rosa Castillo.

Personal ingtitucional que labora en el departamento

Estadistico del Hospital Verdi Cevallos Balda.
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** Personal que conformael tribunal de seguimiento, andlisis, evaluaciony

cdificacion detesis:

Dra MelaniaAlcivar (Directorade Tess)
Dra. Magali Scott de Quijije (presidentadel tribunal)
Lcda. Julia Espinel (orientadora metodol 6gica)

Dr. Fdix Mogro Alvarez (miembro del tribunal)

3. MATERIALES

** Higtorias clinicas Pediétricas de los Pacientes hasta los tres
Afos de edad.

** Equipos de Oficina.

** Tratados de M edicina pediétricos.

** Navegacion por Internet.

4. ECONOMICOS (ver presupuesto).
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PRESUPUESTO DEL PROYECTO DE TESIS

ITEMS VALOR CANTIDAD VALOR
UNITARIO TOTAL

Copias 0,02 500 100
Horas de 1,50 100 150
Internet
Revigtas 10,00 2 20,00
cientificas
Trangporte 3,00 100 300
Articulos de 1200
oficina
Refrigerio 2,00 120 240
Impresion. 0,70 100 70,00
Colores
Impresion B/N 0,40 1000 400
Curso de 30.00 2 60,00
investigacion
Empastado de 5,00 5 25,00
proyecto detesis
CD 0,50 20 10,00
Imprevistos 250,00
TOTAL 2825,00
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADESPARA LA REALIZACION

DEL TRABAJO DE TESIS

ANO 2005

ACTIVIDADES MAY |JUN |JUL | AGO |SEP | OCT | NOV | DIC

PLANIFICA-
CION

Elaboracion del X X
protocolo

Aprobacion de X
protocolo

PRIMERA
REUNION X
TRIBUNAL DE
TESIS

Revision del
protocolo por X
tribunal

Elaboracion de
instrumento X X X X

Elaboracion del
mar co tedrico X X X X

SEGUNDA
REUNION X
TRIBUNAL DE
TESIS

Elaboracion del
indice de X
contenidos

Elaboracion
cronograma final X
detess

Revision
bibliografica X
final

TERCERA
REUNION X
TRIBUNAL DE
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TESIS

EJECUCION

Aplicacién de X
instrumento

Recoleccion de
datos X

CUARTA
REUNION X
TRIBUNAL DE
TESIS

Andlisisde
datos X

Tabulacion de
datos X

QUINTA
REUNION X
TRIBUNAL DE
TESIS

Elaboracion de
informe final X

SEXTA
REUNION X
TRIBUNAL DE
TESIS

Revision de
informe final X X

Aprobacion
deinformefinal X

Elaboracion
final detesis X

Presentacion de la
tesis X
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CAPITULO 11

ANEXOS

ANEXO - FICHA BIBLIOGRAFICA

UNI VERSI DAD TECNI CA DE MANABI
FACULTAD DE Cl ENCI AS DE LA SALUD - ESCUELA DE MEDI CI NA

TEMA: INCIDENCIA DE SINDROME DIARREICO AGUDO POR
ROTAVIRUS EN MENORES DE 3 ANOS INGRESADOS EN
EL HOSPITAL VERDI CEVALLOS BALDA. ENERO-JUNIO

2005.
HISTORIA CLINICA N°: MES:
EDAD
RN
Lactante Menor Lactante Mayor I:I
Pre-escolar
(Hastalos tres anos)
SEXO
Masculino Femenino
PROCEDENCIA
Urbana Rural
Urbana marginal Otras
S.D.A POR

ROTAVIRUS Signos. diarrea Si No

Vomitos Si No

Ojos Normales Algo hundidos
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Ne diario D
Ne diario D

Hundidos
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Mucosas Normal Seca Agrietada

Lagrimas Presentes Disminuidas Ausentes

Fontanela Normal Algo deprimida Hundida

Plieguecutdneo  Norma <de2 sg. > 2 seg.

Respiracion Tranquila Répida Profunda

Ingegtion de

Liquidos Toma normal Toma avidamente No bebe

Extremidades Calientes Frias Pélidas o azules
Estado

Neur oldgico Normal Irritabilidad Apético o somnoliento
Sintomas. Fiebre S No T° centigrados.

Dolor abdominal S No

TECNICA DE LABORATORIO

Inmunocromatografia o Elisa de heces fecales

Positivo Negativo
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ANEXO DE CUADROS

CUADRO 1

DIEZ PRINCIPALESCAUSASDE MORTALIDAD INFANTIL

EN EL ANO 2003

N° p NUMERO DE 3 TASA
ORDEN CODIGO CAUSAS MUERTES % o
Trastornos relacionados con
1° 039 [la duracién de la gestacién 460 11.5 25.8
ly el crecimiento fetal
2° 032 |[Neumonia 363 9.1 20.3
o Otras afecciones respiratorias
3 044 del recién nacido 333 84 18.7
4° 045 [Sepsis bacteriana del recién nacido 280 7.0 15.7
5° 042 |Dificultad respiratoria del recién nacido 186 4.7 10.4
o Hipoxia intrauterina y
6 041 lasfixia del nacimiento 183 46 10.2
o Diarrea y gastroenteritis de presunto
! 002 origen infeccioso 151 3.8 8.5
8° 052 [Malformaciones congénitas del corazén 148 3.7 8.3
9° 055 [Otras malformaciones congénitas 110 2.8 6.2
10° | op4 [DESNUUriCiony otras 105 2.6 5.9
deficiencias nutricionales
Sintomas, Signos y hallazgos anormales
clinicos y de laboratorio, no clasificados en 517 13.0
otra parte
Las demas causas de mortalidad 1,149 28.8
TOTAL DEFUNCIONES 3,985 100.0
Total Nacidos Vivos 178,549
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CUADRO 2

ROTAVIRUS DEL GRUPO A
SEGMENTOS DEL GEN Y PRODUCTOS PROTEICOS

Segmento del gen Producto proteico Comentario
1 VP1 Proteina del coreinterno
2 VP2 Proteina del coreinterno
(Ligadaa ARN)
3 VP3 Proteina del coreinterno
4 VP4 Proteina cépside externa

(division a VP5-VPg) Hemaglutinina, antigeno
De neutralizacion menor.

5 NS53
6 VP6 Proteina estructural mayor
Proteina cdpside interna
Antigenos de grupo y sub-
Grupo.
7 NS 34 Ligadaa ARN
8 NS 35 Participa en replicacion ARN
9 VP7 Proteina mayor cipside
Externa.
10 NS 28 Proteina de membrana R.E.
11 NS 26
CUADRO 3

GRUPQOS DE ROTAVIRUS SEGUN PROTEINA VP6

GRUPO RESERVORIO

A Humano, mono, caballo,
puerco, perro, gato,
congjo, ratén, vaca, pgaro
Humano, puerco, vaca,
ovea, rata.

Humano, puerco, hurdn.
Pollo

Puerco

Pollo

Pollo

w

OTmQoOn
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CUADRO 4

MECANISMOSPOTENCIALESPOR LOSQUE EL ROTAVIRUS

PRODUCE DIARREA

Reduce la superficie absortiva

Desnudacién de las microvellosidades, atrofia de las vellosidades,
invasion del rotavirus en las vellosidades causando lesion e
isguemia

[Dafio en la funcionalidad de la absor cidn

IDisminucién de la concentracion de disacaridasas, disminucion del
co-transporte de glucosa y sodio; actividad de la ATPasa
disminuida reduciendo a su vez el gradiente electroquimico

|Dafio cdular quealtera la absorcion

Hinchazén mitocondrial, distension del reticulo
endoplasmatico e infiltracion celular mononuclear

Efectos dela proteina enterotoxigénica rotaviral NSP4

Induce incremento de la coOncentracion de calcio intracelular, en
modelos de murine actiia como una toxina que induce la diarrea

|[Estimulacion del sistema nervioso

|[Estimulacion de la secrecion intestinal de liquidos y electrolitos;
aumento de la motilidad intestinal resultando en una disminucion
del tiempo normal de transito gastrointestinal

Alteracion dela permeabilidad epitelial

Incremento de la permeabilidad para-celular, debilitando las
uniones entre las células
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GRADO DE DESHIDRATACION SEGUN ESTIMACION CLINICA

CUADRO 5

(Cuadro dedatosdela OM S con modificaciéon delas

Categoriasdedatos por Fortin y Parent)

EXAMEN 0 1 2
Pid Normal Seca Acartonada
Mucosa oral Normal Seca agrietada
Ojos Normal Algo hundidos Hundidos
Lagrimas Presentes Disminuidas ausentes
Fontanelas Adecuada Algo deprimida Hundida
Pulso Regular Répido débil
Pliegue Recuperacion
instantanea < de2 segundos | > dedos segundos
Respiracion Tranquila Répida Profunday lenta
Extremidades | Cdientes Frias Frias, pdidas o azules
Neuroldgico Normal Irritable Apatico o Somnoliento

Si el nifo estd semi-comatoso o muy irritable afadir 3.

TIPO VALORACION
Deshidratacion leve 0-3 puntos
Deshidratacion Moderada 4-8 puntos
Deshidratacion Severa 9-17 puntos
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ANEXO DE FIGURAS

Figural

Distribucion global de las 600.000 a 800.000 muertes anuaes que causa la diarrea

por rotavirus en la poblacién pediatrica segiin €l CDC de los Estados Unidos 2003.

Figura?2

Rotavirus.
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Figura3

Asignaciones codificantes del virion del rotavirusen relacion alas
proteinas localizadas en la estructura del rotavirus-Imagen 3D

GENOME ENCODED VIRION SCHEMATIC
SEGMENTS PROTEINS (Protein Locations)

— |

= =10 ———gp. NSF4

MSPS
=
M3PE (Mot Visible,

off battam of gel)

Genome Segments (segmentos de genoma): Separacion de los once
segmentos confirmados del genoma rotaviral.

Encoded proteins(proteinas codificantes): Presentacion de la separacion
de las posibles proteinas intracelulares sintetizadas mediante técnicas de
laboratorio en base al segmento genético del cual fueron decodificados .La
proteina estructural (VP) y la proteinas no estructurales son sintetizadas en
la célula infectada.

Viron Schematic (esquema del virion): Presentacion de las localizaciones
de varias proteinas estructurales del virion de rotavirus. Se observa los
arreglos de las proteinas en base a tres concéntricas capas y la localizacion
del VP1/VP3 y la localizacién y constitucion de las 5 puntas vértices de la
estructura icosahédrica

Reconstruction (reconstruccion): Reconstruccion en tridimensional del
virion a una resolucién de 23 A mediante un modelo computarizado. El
esguema de color indica la localizacion de varias proteinas.

132

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

Figura 4

PATOGENIA DEL ROTAVIRUS.

PROTEINA NSP4

ESQUEMA DEL CONTACTO DE ESTA PRIMERA PROTEINA
ENTEROTOXIGENICA VIRAL

133

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

FIGURA 5
FISIOPATOLOGIA DEL ROTAVIRUS

INTERACCION INICIAL DEL VIRUS EN LAS CRIPTASDEL
EPITELIO DEL INTESTINO DELGADO

LY
1

Ll
.
o

n
et
- .

(OBSERVESE AL ROTAVIRUS IMPREGNADO DE COLOR AZUL)
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FIGURA 6
FISIOPATOLOGIA DEL ROTAVIRUS

DISTRIBUCION Y FOCALIZACION DEL ROTAVIRUSEN LAS
CRIPTASINTESTINALES A NIVEL DE POSIBLES SITIOS
PRODUCTORES DE LACTASA

(OBSERVESE AL ROTAVIRUS IMPREGNADO DE COLOR AZUL)
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FIGURA 7

TECNICA DE INMUNOCROMATOGRAFIA

FUNDAMENTO DE INMUNOCROMATOGRAFIA
PARA DETECCION DE ANTIGENOS

Anticuerpos de
deteccion
Marcados con
Oro Coloidal

Antigeno en
muestra

Anticuerpo de
Captura
Contra anticuerpo

Anticuerpo de
Captura
Contra antigeno

FIGURA 8
TECNICA DE RADIOINMUNOENSAY O
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FIGURA 9

INMUNOELECTROMICROSCOPIA

FIGURA 10

HIBRIDACION CON SONDAS
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FIGURA 11

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA.
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1= Primer paso. Mezcla de reaccién 5= Desnaturalizacion
2= Desnaturalizacion 6= Hibridizacion y extension
3= Hibridizacion y extensiéon 7= ADN duplicado

4= ADN duplicado

FIGURA 12

CULTIVO DE ROTAVIRUS A MANERA DE CONGLOMERADOS.
LA OBSERVACION SE REALIZA CON MICROSCOPIA
ELECTRONICA
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