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L. RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo principal investigar la prevalencia de
Rotavirus en nifios de 0 a 5 afios que presentaron un cuadro de diarrea aguda y
acudieron a dos laboratorios privados en el drea central del departamento de
Petén, durante octubre de 2010 a abril2011. El tamano de la muestra -334 ninos-,
se calcul6 en base a la tasa de prevalencia de estudios previos, y la seleccién se
realiz6 por conveniencia. El 54%de los nifios eran hombres y el restante 46%
mujeres; el 79.3% estuvo comprendida entre los 0 y 23 meses de edad, que
provenian en su mayoria (69.15%) de los municipios de Flores, La Libertad y San
Benito, departamento de Petén. Se document6 que los nifios presentaron fiebre y
vOmitos aunados al cuadro de diarrea aguda en més del 70% de los casos con una
media de 5+2 dias de evolucién. A estos nifios se les realiz6 una prueba de
Rotavirus en heces frescas con los test de ELISA, inmunocromatografia y
aglutinacion en latex y se llené una encuesta con los datos proporcionados por los

padres o cuidadores.

Utilizando pruebas que detectan la presencia de antigeno de Rotavirus en
heces, se determiné que la tasa de prevalencia de Rotavirus en nifios que
presentaron cuadro agudo de diarrea fue de 18% utilizando las técnicas de ELISA
e inmunocromatografia y de 13% conel método de aglutinacion por latex. No se

observo diferencia estadisticamente significativa para la proporciéon de casos de



Rotavirus en funcién de la edad (p = 0.14), el género (p = 0.23), la presencia de
vomitos (p = 0.19) y/o fiebre (p = 0.23), y el tipo de alimentacién (p = 0.31). Sin
embargo si se observaron en la muestra de este estudio tasas de prevalencia de
Rotavirus mayores al 20% en varones; en nifios entre 0-7 meses y 16-23 meses; en
nifios que provenian de los municipios de Flores, San Andrés, San Benito y San
Francisco; y en nifios con alimentacion materna exclusiva. Ninguna de las
variables estudiadas pudo considerarse como factor de riesgo o factor protector

estadisticamente significativos.

La mayor tasa de prevalencia durante el tiempo que dur6 el estudio se reporté

para febrero de 2011, con un 35%.

La prueba de inmunocromatografia presenté mejor desempefio que la prueba
de aglutinacién por latex en relacion a la sensibilidad (91.5% contra 67.8%). Ambas
pruebas presentaron valores altos de especificidad (inmunocromatografia = 98.2%;
aglutinacion por latex = 97.3%) en relacion a ELISA, como estandar relativo. En
cuanto a la concordancia entre los métodos de deteccion en relaciéon a ELISA,
segin los indices de Kappa calculados, la concordancia entre
inmunocromatografia y ELISA fue muy buena (indice de Kappa = 0.84); y entre

latex y ELISA fue buena (indice de Kappa = 0.63).



Al finalizar el estudio se recomendé el wuso de la prueba de
inmunocromatografia para la detecciéon del Rotavirus en muestras frescas de heces,
en lugares que no retnen las condiciones adecuadas para realizar analisis
utilizando la técnica de ELISA; y a la vez hacer llegar los resultados de este estudio
al Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social para que cuenten con més datos
que permitan calcular la carga total de la enfermedad a través de la detecciéon de
casos en un laboratorio privado y como un posible indicador de la efectividad de

las campanias de vacunacion realizadas recientemente (Cerigua, 2010).



II. INTRODUCCION

Los Rotavirus constituyen, a nivel mundial, los agentes etiol6gicos mas
frecuentes de gastroenteritis en nifios menores de cinco afios, por lo cual se
deben concentrar los esfuerzos de diagnostico y prevencién en este grupo
etario. Como afirma Ruttiman (2008), estos virus causan mas de 600,000
muertes cada afio y la mayoria de los casos son infantes y nifios jévenes que
habitan en paises en desarrollo. De hecho, a criterio de Desselberger &
Gray(2009) los Rotavirus son los responsables de aproximadamente el 50% de
los casos de diarrea en los nifios que ingresan en un centro hospitalario debido
a deshidratacion (70.000 casos anuales en Estados Unidos de Norteamérica). La
enfermedad se caracteriza por inducir un cuadro clinico de diarrea aguda,
vomitos, fiebre y diferentes grados de deshidratacién, que pueden, incluso,

causar la muerte del paciente (Murray, Rosenthal, & Pfatier, 2006)

El departamento de Petén, Guatemala, presenta caracteristicas climaticas
de tipo tropical calido y hiimedo, caracterizado como tropical variable (himedo
con periodos largos de lluvia y con época seca muy desarrollada, pero de
duracién variable, entre los meses de diciembre y mayo, pudiendo tardar su
inicio entre enero y febrero, dependiendo de los distintos territorios que
constituyen los departamentos). Este clima favorece la incidencia y el
asentamiento de procesos infecciosos virales y de otra indole, tanto respiratorio

como intestinal. Entre ellos se encuentra la gastroenteritis viral producida por



el Rotavirus;entidad que desde el afio 2002 ha cobrado especial importancia en
este departamento, debido a que se han desarrollado regularmente brotes
epidémicosque han afectadoen mayor proporcién a nifios menores de 5 afios.
El Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social (MSPAS) en su Informe de
Vigilancia Hospitalaria (2004) sefiala que, ante una epidemia a nivel nacional,
las autoridades sanitarias se vieron obligadas a emitir wunaalerta
epidemioldgicaque proporcionaria informacién sobre el entorno hospitalario
estatal pero no asi de los casos atendidos por el sistema de salud privado. En el
mismo informe se destaca que hasta la fecha se siguen detectando casos de la
enfermedad en clinicas y laboratorios no gubernamentales.En Petén, muchos
nifios padecen de éste sindrome sin ser debidamente diagnosticados por medio
de pruebas de laboratorio; no es practica comun el uso del laboratorio para
hacer el diagnostico etiologico(CNE, 2008; CNE, 2009; Cifuentes, 2004; Orozco,

2010; Sagastume, 2005)

El objetivo principal de este trabajo fue determinar la prevalencia de
Rotavirus en nifios de 0 a 5 afios del departamento del Petén que presenten un
cuadro de diarrea aguda y que acudan a dos laboratorios privados ubicados en
el area central de la region. Se realizaron en los individuos en estudio, pruebas
de ELISA, inmunocromatografia y aglutinaciéon directa para Rotavirus y se

colectaron datos demograficos y epidemiolégicos.



III. ANTECEDENTES

A. Rotavirus

Segun Gray & Desselberger, (2000) y Desselberger & Gray (2009), los
Rotavirus son los principales agentes etioldgicos de la gastroenteritis viral en
infantes y nifios jovenes (menores de cinco afios) alrededor del mundo. Desde
su descubrimiento en hombres, 25 afios atras, se ha aprendido mucho acerca de
su genoma y composicion proteinica; su estructura tridimensional; su
replicacion, patogénesis y patrones clinicos; los receptores de la respuesta

inmune; y su epidemiologia.

1. Morfologia

Murray et al. (2006), Gray & Desselberger, (2000) y Parashar, Bresee,
Gentsch, & Glass (1998) describen los Rotavirus como virus icosaédricos de
la familia Reoviridae, los cuales presentan una apariencia morfolégica
distintiva cuando son observados con tincién negativa al microscopio
electrénico. Esta caracteristica, de hecho, le ha proveido el nombre al virus
(del latin rota = rueda). La capside viral esta formada por una envoltura
triple; la envoltura interior (llamada core) contiene el genoma viral, el cual

contiene 11 segmentos de ARN de doble hebra, que codifica 6 proteinas



estructurales del virus y 6 proteinas no estructurales. El genoma
segmentado de Rotavirus facilmente se reagrupa durante la coinfeccién, una
propiedad que se ha utilizado en el desarrollo de vacunas y, sin duda, juega
un papel en la evolucién del virus, ya que las reordenaciones de segmentos

genéticos producen virus hibridos.

Cuadro 1. Caracteristicas de la familia Reoviridae

e Virién con cépside de doble capa (60 a 80 nm) de simetria icosaédricacon10 a 12
segmentos de genoma bicatenario (dependiendo del virus) (doble-doble).

e El virién es resistente a condiciones ambientales y gastrointestinales (p. ej.,
detergentes, pH acido, disecacién).

e Los viriones se activan por protedlisimoderada para formar las particulas
subviricasintermedias/infecciosas (PSV]) que incrementan suinfecciosidad.

e La capside interna contiene un sistema completo de transcripcién: polimerasa de
ARN dependiente de ARN y enzimaspara la adicién de extremos 5' y poliadenilato.

e Lareplicaciéon virica se produce en el citoplasma. El ARNDbicatenario permanece en
el nicleo interno

e La cdpside interna se agrega alrededor del ARN (+) y transcribe elARN (-) en el
citoplasma

e La capside rellena del Rotavirus se agrega en el citoplasma y luegoentra por
gemacion a través del reticulo endoplasmico,adquiriendo una capside externa y
una membrana que despuésse pierde

e Elvirus es liberado por lisis celular

Fuente: (Murray, Rosenthal, & Pfatier, 2006, pag. 628)

Las principales propiedades antigénicas de los Rotavirus grupo,
subgrupo y serotipo estdn determinadas por las proteinas de la capside
viral. Existen 7 grupos principales (A-G); la mayoria de las infecciones en
humanos corresponden al grupo A, sin embargo los grupos B y C también
han sido asociadas ocasionalmente con afecciones humanas. La proteina
VP6, proteina de la cubierta intermedia, codificada por el gen 6 de los
Rotavirus grupos A es la proteina viral mas abundante, la cual determina la

reactividad del grupo, es el blanco de los ensayos comunes de diagnéstico, y



contiene el antigeno usado para la clasificacion en grupos I y II. Finalmente,
las proteinas de envoltura exteriores son la VP7 (glicoproteina o proteina G)
y la VP4 (una proteasa o proteina P); determinan la especificidad del
serotipo y constituyen la base de la clasificacion binaria de los Rotavirus.
Ambas, la proteina G y P inducen anticuerpos neutralizantes y pueden estar
involucradas

en la inmunidad protectora (Desselberger & Gray, 2009;

Parashar et al. 1998)

En la tabla 1 se describe la funcién y la localizacion de las diferentes
proteinas viricas.

Tabla 1. Funciones de los productos genéticos del Rotavirus

Segmento Proteina Localizacion Funcién
genético

1 VP1 Cépside interna Polimerasa

2 VP2 Cépside interna Componente de la transcriptasa

3 VP3 Capside interna Colocacidn de la cabeza en ARNm

4 VP4 Proteina de la punta de Activacion por medio de la proteasa VP5 y VP8 de la PSVI,

la cdpside externaenlos ~ hemaglutinina, proteina de adhesién virica
vértices del virion.

5 NSP1 NS53 Unién a ARN

6 VP5 Capside interna Principal proteina estructural de la capside interna, que se
une a NS28 en el RE para favorecer el ensamblaje de la
capside externa

7 NSP3 NS34 Unién a ARN

8 NSP2 NS35 Unién a ARN

9 VP7 Capside externa Antigeno especifico de tipo, principal componente de la
capside interna que se une a la glucosa en el RE y facilita la
adhesion y entrada

10 NSP4 NS28 Proteina glucosilada en el RE que estimula la unién interna de
la cépside al RE, la envoltura transitoria y la adicion de la
capside externa; actia como enterotoxina para movilizar
calcio

11 NSP5 NS26 Unién a ARN

Fuente: Murray et al., 2006



Segan Murray et al, (2006), los Rotavirus se parecen a los virus con

envoltura, en el sentido de que:

1) Tienen glucoproteinas que acttan como las proteinas de adhesion virica;
2) adquieren una envoltura, pero luego la pierden en el ensamblaje, y
3) parecen tener una actividad de fusién proteica que estimula la

perforacion directa de la membrana de la célula diana.

Murray et al. afirman que las proteinas del centro virico poseen las
actividades enzimaticas necesarias para la transcripcion del ARN mensajero
(ARNm). Entre ellas se encuentra la enzima que afiade una cabeza de
metilguanosina al extremo 5' del ARNm y una polimerasa de ARN. Las
proteinas al (reo) y VP4 (rota) de los vértices de la cépside, tienen diversas
funciones, como la hemaglutinaciéon y la adhesién virica, y provocan la
aparicion de anticuerpos neutralizantes. La VP4 se activa por escision
mediada por una proteasa y expone una estructura similar a la de las
proteinas de fusion de los paramixovirus. Su escisién es necesaria para que
el virus pueda entrar en las células. Las proteinas de adhesion virica, 03
para los reovirus y VP7 para los Rotavirus, desencadenan la apariciéon de

anticuerpos neutralizantes.
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2. Clasificacion

Como se menciond en la seccién anterior, la clasificacion de los

Rotavirus se ha derivado de la reactividad inmunolégica de tres de sus

componentes, asi como de la comparaciéon genémica de secuencias y como

indican Gray & Desselberger (2000) y Desselberger & Gray (2009) se ha

establecido de la siguiente manera:

De acuerdo con la reactividad cruzada serolégica de la proteina de la
capsideVP6 interior, cinco grupos (A-E) se han establecido firmemente, y
dos grupos mas (F, G) podrian, en teoria, existir. En el grupo de
Rotavirus A existen subgrupos (I, II, I + II, no-I y no-II) de acuerdo con
reactividades exclusiva con dos anticuerpos monoclonales especificos
VP6. Mas recientemente, la transcripcion reversa de reaccién en cadena
de la polimerasa (RT-PCR) fue aplicada a la clasificaciéon de subgrupos
de Rotavirus humanos y s6lo dos grandes subgrupos se identificaron (I y
II).

Ambas proteinas de superficie, VP4 y VP7, obtienen anticuerpos que
neutralizan tanto in vitro como in vivo, por lo que se consideran
implicados en la proteccion. Con el fin de caracterizar las cepas, un
esquema de clasificacién binaria se ha establecido, en el que los grupos

se distinguen de forma similar a la desarrollada para los virus de
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influenza (hasta ahora s6lo para el grupo A Rotavirus). El sistema
diferencia los tipos G (VP7 especificos, tipos de glicoproteina G) y P
(VP4-especificos; P para la proteina proteasa-sensible). Hasta el
momento, 16 tipos diferentes de G y 27 tipos P han sido detectados (lo

que indica amplia diversidad gendémica en el grupo Rotavirus A (ver

figura 1).
Figura 1. Clasificacién del Rotavirus
El virus
— A —
Familia — Grupo — 1 B
Reoviridae = — _¢,p,E,F,¢ — VPG
— |
— Sub-grupo — '
L Serotipo
|
VP7 VP4
—> P
(1-14) (1- 8)
| — i |
G 1P[8] G 2P[4] G 3P[8] G 4P[8]

Fuente: (Lopez, Céceres, & Lopez, 2007, pag. 47)
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3. Replicacién

La propagacion del Rotavirus se realiza, segin Desselberger & Gray
(2009) y Murray et al., (2005), a través de la ruta fecal-oral e infectan el
intestino delgado después de la ingestion de alimentos. La replicacién viral
se produce en las células epiteliales maduras, en las puntas de las
vellosidades del intestino delgado. Las particulas de triple capa (PTC)
(viriones infecciosos) pueden adherirse a las células huésped a través de la
proteina externa VP4. La entrada del virus es por endocitosis mediada por
receptor o por penetracion directa. Los receptores celulares de Rotavirus no
han sido totalmente caracterizados: algunas tienen afinidad a la galactosa o
a los glucolipidos. Las cepas de Rotavirus humanos parecen infectar a las
células epiteliales polarizadas del intestino a través de sus membranas
basolaterales. La replicacion ocurre exclusivamente en el citoplasma como

puede observarse en la figura 2.

Desselberger & Gray (2009), Mahy & Van Regenmortel (2010)y
Murray et al. (2006) agregan que la destruccion proteolitica de la capside
externa (que sucede en el tubo digestivo) activa el virus para la infeccién y
produce una particula subvirica intermedia/infecciosa (PSVI). La capside
externa del virién protege a la nucleocdpside interna y el centro virico del

entorno, especialmente del entorno 4cido del tubo digestivo. Luego el virién



13

completo sera parcialmente digerido en el tubo digestivo y supuestamente
activado debido a su escisién por una proteasa, la pérdida de las proteinas
externas de la capside (a3/VP7), y la escision de la proteina ol/ VP4 para
producir la PSVI. La proteina al/ VP4 de los vértices de la PSVI se une a las
glucoproteinas que contienen &cido sidlico de las células epiteliales y otros
tipos celulares, entre las que se encuentran el receptor 3-adrenérgico para
los reovirus e integrinas para los Rotavirus. La PSVI de los Rotavirus parece
penetrar directamente a través de la membrana de las células diana. Los
viriones completos de reovirus y Rotavirus pueden ser captados por
endocitosis mediada por receptores; sin embargo, para los Rotavirus este es

un camino sin salida.

La PSVI desprende su centro virico en el citoplasma y las enzimas
contenidas en el mismo inician la produccion del ARN mensajero. E1 ARN
bicatenario permanece siempre en el interior del centro virico. La
transcripcion del genoma se produce en dos fases, inicial y tardia, que
tienen lugar en una etapa previa a la replicaciéon del genoma. De manera
semejante a los virus de ARN de cadena negativa, cada una de las cadenas
de sentido negativo (-) de ARN se emplea como molde por las enzimas del
nucleo del virion para sintetizar ARN mensajero individuales. Las enzimas

codificadas por el virus presentes en el interior del centro virico afiaden una
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cabeza de 5'-metil guanosina y una cola de 3'-poliadenilato (Murray et al

2006).

Figura 2. Replicacion de Rotavirus

Extraceliular
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1) Ensamblaje del virus; 2) entrada a los endosomas; 3) ISVP escapa del endosoma gracias a
una interaccién con la membrana; 4) eliminacién de la cubierta de ISVP; 5) pre-transcripcion
temprana; 6) pre-traduccién temprana; 7) transcripciéon primaria; 8) traduccién primaria; 9)
reordenamiento de ARN mensajero (10) sintesisde cadenas de ARN negativo; (11) generacién
de la transcriptasa compleja, (12) transcripcién secundaria; (13) traducciéon secundaria, (14)
ensamble de cdpside externa; y (15) liberaciéon. (Mahy & Van Regenmortel, 2010, pag. 583).

A continuacién, el ARN mensajero abandona el ntcleo y se traduce

Posteriormente, las proteinas del virion y los segmentos de sentido positivo
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(+) de ARN se unen en estructuras similares al centro virico que se agregan

para dar lugar a grandes inclusiones citoplasmicas(Murray et al., 2006).

Los segmentos de ARN (+) se copian para producir ARN (-1 en los
nuevos centros viricos y replican el genoma bicatenario. Los nuevos centros
viricos generan moléculas adicionales de ARN (+) o bien se ensamblan
dentro de los viriones. El proceso de ensamblaje de los reovirus y los
Rotavirus es distinto. En el ensamblaje de los reovirus, las proteinas externas
de la capside se asocian al centro virico y el virién abandona la célula por
lisis celular. El ensamblaje de los Rotavirus se parece al de los virus con
envoltura, en el sentido de que los centros viricos se asocian a la proteina
virica NS28 en el exterior del reticulo endoplasmico (RE), y adquieren su
proteina de la capside externa VP7 después de penetrar por gemacioén al
interior del RE. La membrana se pierde en el RE y el virus abandona la
célula durante la lisis celular. Los reovirus inhiben la sintesis
macromolecular celular durante las primeras 8 horas de la infeccién. El
orden exacto de los acontecimientos en la morfogénesis temprana y las
reacciones moleculares por los cuales el embalaje y el reordenamiento de los
segmentos de ARN en los ntcleos se controlan, son desconocidos. En los
hospedadores inmunodeficientes y bajo ciertas condiciones experimentales,
los Rotavirus son sometidos a reordenamientos del genoma (Desselberger &

Gray, 2009; Murray et al., 2006).
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B. Patogenia

Los Rotavirus son capaces de sobrevivir en el entorno acido de un estémago
tamponado o después de una comida. La replicacién virica se produce tras la
adsorcion en las células epiteliales cilindricas que recubren las vellosidades del
intestino delgado (enterocitos maduros), causando muerte celular vy
descamacion. La necrosis celular extensa del epitelio conduce a atrofia de las
vellosidades, pérdida de enzimas digestivas, una reduccién de la absorcién y
un incremento de la presion osmoética de la luz del intestino, resultando en
diarrea incipiente. Otros estudios del intestino delgado, ya sea en animales
infectados experimentalmente o en muestras de biopsia de lactantes, revelan
aplanamiento de las microvellosidades e infiltracién de células mononucleares
en la lamina propia. Aproximadamente 8 horas después del inicio de la
infeccion se observan inclusiones citopldsmicas que contienen proteinas recién
sintetizadas y ARN. Durante la enfermedad se pueden eliminar hasta 10!
particulas viricas por gramo de heces (Desselberger & Gray, 2009; Gray &

Desselberger, 2000; Murray et al., 2006; Parashar et al., 1998).

Lopez et al. (2007) y Ramig (2004) informan que, al producirse la infeccién, se
desarrolla un metabolismo alterado de las disacaridasas (como resultado de la
destruccion selectiva de las puntas de las vellosidades intestinales) y de otras

proteinas de membrana del enterocito, que induce wuna diarrea
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osmoética/malabsortiva, con la disminucién de la absorciéon de sales, agua y
carbohidratos. El dafio de estas vellosidades es reversible, pero la diarrea
contintia hasta que las vellosidades se han regenerado, de tal manera que la
severidad de la lesion determina la duracion de los sintomas; este proceso se

ilustra en la figura 3.

A opinioén de Desselberger & Gray (2009) y Murray et al. (2006), al igual que
el cllera, la infeccién por Rotavirus impide la absorcién de agua, lo que
provoca una secrecion neta de agua y la pérdida de iones y, en conjunto, da
lugar a diarrea liquida. El producto de la proteina del segmento 4 del ARN,
VP4, se ha encontrado que es el mayor determinante de la patogenicidad en
varios sistemas. Pero los productos de otros genes estructurales (VP3 y VP7) y
no estructurales (NSP1, NSP2 y NSP4) han sido implicados. De hecho, la
proteina NSP4 de los Rotavirus puede actuar de manera semejante a una toxina
para estimular la entrada del i6n calcio en los hematies, la liberacién de
activadores neuronales y provocar una alteraciéon neuronal de la absorcion de
agua. Ramig (2004) agrega que la pérdida de liquidos y electrolitos puede
originar una deshidratacién grave, e incluso la muerte cuando el tratamiento

administrado no contemple el aporte de electrolitos.

Lopez y otros (2007), indican que un mecanismo tardio es la muerte de los

enterocitos, aparentemente por apoptosis, que contribuye a la diarrea osmoética.
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Figura 3. Desarrollo del dafio a la mucosa del intestino y reparacién

I Malabsorption J
[ ]
bo
- -»> -»> >
Virus invasion Cell death Crypt Enteroblast Recovery
Villous atrophy hyperplasia replacement
Secretion

Fuente: (Desselberger & Gray, 2009, pag. 342)

C. Inmunidad

Murray et al, (2006) y Parashar y colaboradores (1998) afirman que la
inmunidad frente a la infecciébn requiere la presencia de anticuerpos,
principalmente de inmunoglobulina A (IgA) en la luz del intestino, aunque
también puede hablarse de una respuesta sistémica. Los anticuerpos
adquiridos de manera activa o pasiva (como los anticuerpos del calostro y de la
leche materna) pueden reducir la gravedad de la enfermedad, aunque no son
capaces de impedir sistemdaticamente la reinfeccion. En ausencia de

anticuerpos, la inoculacién incluso de pequefias cantidades de virus provoca
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infeccion y diarrea. La infeccién en los lactantes y nifios pequefios generalmente

es sintomatica, mientras que en los adultos suele ser asintomatica.

Desselberger & Gray, en el 2009 aseguran que después de la infeccion
primaria o neonatal por Rotavirus una respuesta principal inmunohumoral y
especifica es provocada proveyendo inmunidad homotipica, pero hay también
proteccion parcial contra subsecuentes infecciones de Rotavirus por otros
serotipos, y la capacidad protectora heterotipica incremente con el namero de

reinfecciones.

Hay una respuesta especifica a Rotavirus de células T citotoxicas, pero su
papel exacto de como se supera la infecciéon o la proteccion subsecuente contra
la infecciébn no se ha dilucidado. La infeccién natural y la vacunacion
apropiada parecen proteger contra cuadros clinicos severos en infecciones
subsecuentes, atn si el serotipo del virus difiere de una infeccién previa o de

aquellas contenidas en una vacuna (Desselberger & Gray, 2009).

D. Epidemiologia

Los Rotavirus son ubicuos en todo el mundo, estando infectados cerca del

95%de los nifios cuando tienen de 3 a 5 afios de edad. Se cree que los Rotavirus

se transmiten de una persona a otra por via feco-oral. La diseminacién maxima
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del virus tiene lugar entre 2 y 5 dias después del inicio de la diarrea, aunque es
posible que no vaya acompafiada de la aparicién de sintomatologia. Como la
mayoria de los virus sin envoltura, el Rotavirus sobrevive bien en fémites
como los muebles y los juguetes, asi como en las manos, pues resiste la
desecaciéon.  Se sabe que el virus es muy contagioso (se necesitan pocos
viriones para inducir la enfermedad). Una persona infectada empieza a arrojar
virus en las heces, e incluso por la orofaringe, antes del inicio de los sintomas.
Millones de particulas virales se excretan por gramo de materia fecal en los

nifios infectados(Desselberger & Gray, 2009; Lopez et al., 2007).

Segin Murray y colaboradores (2005), aunque los animales domésticos
portan Rotavirus serolégicamente relacionados, no se cree que sean una fuente
habitual de infeccion para el ser humano. Los humanos son los tnicos
huéspedes y, como con otros virus respiratorios y entéricos, existe un
comportamiento por temporadas. Esto es particularmente evidente en climas
templados, donde los Rotavirus son probablemente responsables del gran
aumento de muertes por diarrea durante la época de invierno. Lépez et al.
(2007) agregan que en los climas tropicales existe una tendencia mucho menos
marcada en los cambios de incidencia por temporadas, aunque es mads

prevalente en los meses mas frios y secos.
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Se producen brotes epidémicos en centros de educacién preescolar,
guarderias y en nifios hospitalizados. En los Estados Unidos se observa un
patrén tnico: Las infecciones empiezan en México y el suroeste de los Estados
Unidos en la mitad o hacia el final del otofio y viajan sistematicamente a través
del pais para terminar en los estados del noreste y en las provincias maritimas
del Canada hacia finales de primavera. Esta es la tnica descripcién de una
secuencia geogréfica repetitiva de una actividad epidémica estacional por un

agente viral(Lopez et al., 2007; Murray et al., 2006).

Gavilan, Garcia, & Gonzalez(2008) afirman que la carga mundial de la
infeccion por Rotavirus es dificil de imaginar considerando el simple hecho
que, esencialmente, todos los nifios del planetahan sido infectados antes de su
quinto cumpleafios y que la mayoria de ellos son sintomaéticos con la primera
infeccion.  El mismo autor coincide con Lopez et al. (2007) que en paises
industrializados la enfermedad se traduce en una gran morbilidad, con un alto
coste sanitario y social. En paises de recursos limitados es ademas una de las

principales causas de mortalidad infantil.

Como sefiala Lopez y colaboradores (2007), el Rotavirus es la causa lider de
gastroenteritis grave entre nifios en el dambito mundial. Se calcula que
anualmente causa dos millones de hospitalizaciones y 25 millones de visitas

médicas globalmente entre nifios menores de cinco afios de edad.Estudios
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publicados entre 1986 y 1999 indicaban que el Rotavirus causaba el 22% de las
hospitalizaciones por diarrea en nifios. Del 2000 al 2004, esta proporcion
aument6 al 39%. Aplicando esta proporcién a los estimados de muertes por
diarrea en nifios, de la Organizacion Mundial de la Salud, se obtiene un

estimado de muertes por Rotavirus de 400.000 a 600.000 por afio.

Figura 4. Carga global estimada por enfermedad por Rotavirus
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Fuente: (Lopez, Céceres, & Lopez, 2007, pag. 48)

Sobre la distribucién global de las cepas de Rotavirus se ha observado que el
grupo Rotavirus A es la mayor causa de infecciones humanas.Los brotes con un
patrén estacional de invierno riguroso se producen en climas templados, las
infecciones en las regiones tropicales se reparten de manera mas uniforme
durante todo el afio. En cualquier momento y lugar, hay cocirculacion de

diferentes tipos G y P. Los virus de las maultiples combinaciones
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diferentestipoG/Phan sido aislados. Sin embargo, los virus Gl a G4
representan mas del 95% de las cepas en humanos en el mundo y la cepa G1,
aproximadamente, el 50%. Dentro de un pais, las cifras de incidencia relativa
de los diferentes tipos muestran diferencias regionales, asi como cambios en el
tiempo y cambios en la incidencia relativa de diferentes tipos son
impredecibles. Las formas inusuales de cepas son comunes en diferentes paises
en desarrollo (Desselberger & Gray, 2009; Gray & Desselberger, 2000; Parashar

et al., 1998).

Diaz, y otros (2009) y Pigeon-Oliveros (2004) coinciden, que las tasas de
morbilidad y de mortalidad por gastroenteritis infecciosa en menores de cinco
afios de edad han disminuido 20% desde 1970 en los reportes de paises que
informan estadisticas de salud a la OMS. Aun asi, la gastroenteritis en nifios en
ese rango de edad ocupa el tercer lugar como causa de ingreso a hospitales por
diarrea y deshidratacion y esta asociada a 800 mil muertes de las tres a cinco
millones que ocurren en el mundo cada afio. Sin embargo, la infeccién por este
agente se increment6 entre 2000 y 2004, se estimé como el responsable de 39 %
de las hospitalizaciones de diarrea en menores de 5 afios (rango 29-45 %) y el
causante aproximadamente de 611,000 muertes anuales con un rango de

454,000 a 705,000.
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Malek, y otros (2006) refieren que En Estados Unidos, se ha estimado que
los Rotavirus causan alrededor de 55,000 hospitalizaciones y 500,000 visitas del
médico cada afio en nifios menores de 5 afios, con el subsecuente costo sanitario

y a la sociedad.

Lopez et al. (2007) sefialan que en un estudio prospectivo de vigilancia
de gastroenteritis causada por Rotavirus en nifios de edades menores de tres
afios, llevado a cabo en 11 paises de Latinoamérica, en 2004, en nifos
hospitalizados, el 49% result6é positivo para Rotavirus, 18% eran menores de 6
meses, 54% eran menores de 1 afio, y cerca del 90% eran menores de dos afios,
lo cual evidencia el impacto de la enfermedad hasta el segundo afio de
vida.Estudios previos en Argentina, Brasil, Costa Rica, Guatemala y Venezuela
han mostrado tasas de incidencia promedio de diarrea infantil por Rotavirus en

rangos que van de 0,17-0,8 episodios-nifio-afio.

Segin Romero, Madani, Halvorsen, & Ifiguez(2007), en Bolivia, las
enfermedades diarreicas agudas se presentan en alrededordel 30% de la
poblacién total de nifiosmenores a 5 afios, produciéndose anualmentemas de
12.000 muertes, como describia el Servicio Nacional de Informacién en Salud de
Bolivia en 2002. En Colombia, como indica Urbina (2004), algunos informes de
la década del 80 y principios de los afios 90 sefialaban que en Cartagena,

Medellin y Bogota el Rotavirus A fue el agente etiolégico de 20 a 50% de los
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casos de diarrea infantil. Luego, a criterio de Rojas, Bastardo, & Sulbaran
(2003), en Venezuela, se ha estimado que ocurren anualmente alrededor de

101.400 casos de diarrea en nifios menores de dos anos de edad.

En Meéxico, segtn los estudios de Calderén (1978) y Mufoz (1992),
citados por Pigeon-Oliveros (2004), los nifios menores de cinco afios de edad
padecen de dos a ocho episodios de gastroenteritis nifio/afo, el signo clinico
comun es la diarrea. La gastroenteritis por Rotavirus se ha observado con una

frecuencia de 0.3 a 0.8 episodios nifio/afio.

Diaz et al. (2009) indican que segin datos disponibles, en la Region de
las Américas el Rotavirus causa aproximadamente 75 000 hospitalizaciones y

cerca de 15 000 muertes anuales.

En Guatemala, como relata el MSPAS (2004), la diarrea es la segunda
causa de morbilidad y mortalidad en nifios menores de 5 afios de edad.El 62%
del total de las diarreas se presentan en nifios en este rango de edad. Aunque
no se dispone de estudios nacionales sobre la prevalencia de Rotavirus en nifios
con cuadros de gastroenteritis aguda, algunos estudios realizados en los

noventas, en dos hospitales de referencia, mostraron tasas de prevalencia entre

el 31y el 51%.
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Orozco (2010) resefia que en los afios 2000, la vigilancia pasiva de
Rotavirus detecté que en Guatemala, la mayor carga por el virus se presentaba
a partir de la semana epidemiolégica ntimero 43 (25 al 31 de octubre), por lo
cual debian enfatizarse en esa época todas las acciones para deteccion y

tratamiento de casos asociados.

En 2004, se estableci6 el sistema de Vigilancia Centinela del virus, por
medio de los llamados Hospitales Centinela: Roosevelt, San Juan, Hospital de
Infectologia, e Instituto Guatemalteco de Seguridad Social -IGSS- (MSPAS,
2004). De tal experiencia se ha calculado la tasa de prevalencia por Rotavirus
en pacientes con gastroenteritis aguda, usandose como indicador el nimero de
muestras de heces positivas para Rotavirus con fichas epidemiolégicas
completas. Las tasas de prevalencia para 2005, 2006 y 2007 fueron, 58.8%, 52.3%
y42.5%, respectivamente (CNE, 2008). El Rotavirus tiene un comportamiento

estacional y coincide con la etapa fria y seca del afio (Gordillo, 2009).

En Petén, se han presentado diversos brotes, entre los mas importantes
destaca uno en 2002, otro en 2004 y uno mas en 2009. Aun asi, no figura entre
los departamentos con mayores tasas de prevalencia como lo han sido Santa
Rosa, Retalhuleu, Escuintla, Huehuetenango, Izabal y Chimaltenango (CNE,
2008; CNE, 2009; Cifuentes, 2004; Gordillo B. , 2009; Orozco, 2010; Sagastume,

2005).
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Segan un informe de Cerigua(2010), para marzo de 2010 se continuaba
en Petén con la Jornada de Vacunacion gratuita contra el Rotavirus, en Santa
Elena, a donde acudieron decenas de padres y madres de familia con sus hijos e
hijas recién nacidos. Esta accion es parte de un programa de inmunizacién del
MSPAS que a partir de febrero del mismo afio se planteaba la vacunacion

gratuita de 45 mil nifios en todo el pais.

E. Manifestaciones y hallazgos clinicos

Gavilan et al. (2008) describen la gastroenteritis aguda (GEA) como una
infeccion del tracto gastrointestinal, habitualmente autolimitada, cuya
manifestacion clinica principal es la diarrea caracterizada por la produccion de
grandes cantidades de agua, asi como por un incremento de la motilidad
intestinal que generalmente provoca un aumento de la frecuencia de
deposiciones (3 6 mas segtin la Organizacion Mundial de la Salud -OMS-). La
GEA es maés frecuente y potencialmente grave en nifios menores de 2 afios,
puede acompafarse con frecuencia de nauseas, vomitos, dolor abdominal y

fiebre. Tiene una duracién menor de 14 dias.
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Figura 5. Causas de gastroenteritis agudas en nifios
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Fuente: (Organizaciéon Panamericana de la Salud -OPS-, 2007, pag. 4).

Como se ha mencionado, la mayor causa de gastroenteritis sigue siendo
Rotavirus; su periodo de incubacién es de 2 a 3 dias. Tiene un comienzo brusco
con vomitos, diarrea, dolor abdominal e hipertermia leve. Duracién del cuadro,
2-8 dias. Sin embargo, se ha documentado que la diarrea puede durar hasta 22

dias y en los lactantes su duracion puede ser mas larga que en los nifios

mayores (OMS, 2002).

A criterio de la Oficina Panamericana de la Salud, OPS, (2007), y de Gavilan
et al., (2008), la infeccién se puede asociar a infeccion respiratoria de vias altas
en un 20-40% de los casos. En los casos graves puede haber deshidratacién,
anomalias electroliticas y acidosis, lo que ocasiona signos neurolégicos.

Ademas, estas complicaciones asi como intolerancia a la lactosa agravan el
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pronostico y prolongan la clinica. La enfermedad ocurre de forma epidémica
durante los meses de invierno, excepto en el recién nacido en quien no parecen
existir variaciones estacionales. En areas tropicales, Rotavirus causa enteritis a
lo largo del afio con una cierta preponderancia de los meses frios y lluviosos.
Pueden existir formas sintomaticas y asintomaticas; estas tltimas son 22 veces
mas frecuentes y en el 30-36% de los casos se acompafian de proceso catarral de
vias altas. En caso de infecciones cronicas deberfan investigarse
inmunodeficiencias. En los nifios inmunocomprometidos, incluidos los
infectados por el VIH, puede producirse una infeccién persistente asociada con

manifestaciones de compromiso multisistémico.

Segun la OMS (2002), los nifios infectados por Rotavirus durante los 3
primeros meses de edad suelen ser asintomaticos, probablemente debido a los
anticuerpos maternos. Asimismo, las personas con infecciones repetidas (por
ejemplo, adultos) pueden ser asintomaticas o presentar sintomas leves debido a

la inmunidad adquirida por infecciones anteriores.

Los hallazgos de laboratorio en nifios hospitalizados reflejan una
deshidratacion isoténica e incluyen una gravedad especifica urinaria elevada y
acidosis metabolica. Generalmente no se observa leucocitosis, pero hasta en dos
tercios de los pacientes vemos elevacion transitoria en los niveles séricos de

enzimas hepaticas (niveles de ALT hasta el doble de lo normal) y de acido
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arico.Los nifios con gastroenteritis por Rotavirus con frecuencia producen
materia fecal liquida o blanda, sin sangre macroscépica ni moco, pero puede
haber sangre oculta. En el examen microscépico, por lo general, hay ausencia
de leucocitos fecales. Puede haber un sindrome malabsortivo en el 10% de los
nifios con esta infeccién. Tipicamente, el virus se detecta en la materia fecal de
los pacientes infectados por estudios antigénicos por 4 a 10 dias después del

inicio de los sintomas(L6pez et al. 2007).

F. Complicaciones y prondstico

Como indican Gray & Desselberger, (2000) y Lopez et al. (2007), la principal
complicacién es la deshidratacién con anormalidades severas de los electrolitos
que puede llevar al choque y a la muerte; sin embargo, las convulsiones con
broncoaspiracion del vomito también pueden acarrear la muerte. La infeccién
por Rotavirus no tratada es la mayor causa de muerte infantil en los paises en

desarrollo.

G. Diagnostico

Para Loépez et al. (2007) y Sandin(2002), los hallazgos sugestivos de una

infeccion por este virus, incluyen una enfermedad febril con emesis y diarrea

liquida, especialmente en nifios de 6 a 24 meses de edad. También es sugestiva
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la presencia de deshidratacion mas severa. La mayoria de los afectados tienen
grandes cantidades de virus en las heces, lo que convierte a la deteccién directa
del antigeno virico en el método de eleccion para el diagnostico. La muestra
de eleccion es la materia fecal recogida en un recipiente limpio (no es necesario
medio de transporte) tempranamente en el curso de la enfermedad, aunque el
virus puede excretarse atin en ausencia de diarrea. También el hisopado rectal
es util para los métodos de deteccion de antigenos. La muestra puede

guardarse a 4°C por cortos periodos.

El enzimoinmunoanalisis (ELISA) y la aglutinacién de latex, segin Murray
et al. (2006), son métodos rapidos, faciles y relativamente econémicos para
detectar la presencia de Rotavirus en las heces; Desselberger & Gray, (2009)
refiere para ELISA una sensibilidad del 96 al 100% y una especificidad del 90 al
99%; en el caso de aglutinaciéon en latex, la sensibilidad mayor a 90% y una
especificidad menor del 99%. Lépez et al. (2007) consideran que la aglutinacion
de latex es particularmente atil en &reas con recursos limitados, aunque es
preferible una técnica confirmatoria para evaluar resultados indeterminados

debido a la sensibilidad limitada de este examen.

Examenes antigénicos comerciales, principalmente, detectan las proteinas

VP2 y VP6 y sélo detectan Rotavirus del grupo A. Pruebas de ELISA especificos
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de serotipo, basados en el reconocimiento de VP4 o VP7, permiten determinar

el serotipo exacto(Lopez y colaboradores, 2007).

Murray et al. (2006) afirman que en las muestras de heces también se
pueden detectar de forma directa la presencia de particulas viricas mediante
microscopia electrénica; segin ellos, el cultivo celular de los Rotavirus es

complejo y no se puede llevar a cabo con fines diagnosticos.

En el 2009 Desselberger & Gray, agregan que los estudios serologicos se
utilizan principalmente en trabajos de investigacion y epidemiolégicos, como
en el caso de la deteccion de los tipos G y P, pero ello dependera de la presencia
de particulas virales de triple capa en los especimenes en estudio. Algunos
andlisis de biologia molecular ya son, sin embargo usados para el diagnostico
de Rotavirus, y por tratarse de métodos directos, se emplean tanto en etapas

tempranas como tardias de la infeccién.

Puesto que hay muchos individuos que tienen anticuerpos especificos frente
a Rotavirus, se necesita un incremento del titulo de anticuerpos hasta el
cuadruple para establecer el diagnostico de infeccion reciente o enfermedad
activa. La deteccion de IgA, que no cruza la barrera feto-placentaria, ha sido
usada como marcador de infeccién previa en los primeros meses de vida

(Murray et al. 2006 y Lépez et al, 2007).
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Sandin(2002), relata que también existen otros métodos como la
electroforesis del acido nucleico viral en gel de poliacrilamida con tincion de
plata (PAGE-SS) el cual nos permite revelar el genoma caracteristico de los
Rotavirus con 11 segmentos de una doble cadena de ARN. Este método no da
falsos positivos. Ademads, la valoracion de los patrones de migracion de los 11
segmentos de ARN por PAGE-SS permite diferenciar cepas, siendo de gran
utilidad en el diagnostico de la infeccién hospitalaria. También permite
diferencia a Rotavirus grupo A de no A. Agrega Sandin que los métodos PCR
en tiempo real y la hibridizaciénin situ (ARN-ARN), son muy sensibles y
especificos y son particularmentettiles en la genotipificacion G o P. La mayor
desventaja son los factores inhibidores de latranscripcién reversa presentes en

la muestra.

H. Diagnéstico diferencial

La gastroenteritis por Rotavirus comparte cuadros clinicos similares a los
producidos por otros agentes infecciosos que causan diarreaacuosa en infantes,
tales como: Adenovirus entérico, Astrovirus, Calicivirus, Shigella, Salmonella,
Escherichiacolienterotoxigénica, Vibrio cholerae, Campylobacterjejuni,
Staphylococcusaureus y hongos, comolsospora belli, que son mas comunes en
inmunodeprimidos. Asi también puede confundirse con parasitos que causan

diarrea comoGiardialamblia, Entamoebahistolytica y Cryptosporidium(OMS, 2002).
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I. Tratamiento

Segin Murray (2006), actualmente, no existe ninguna terapia antivirica
especifica para la infeccion por Rotavirus, es considerada, sin embargo, una
enfermedad autolimitante. El autor coincide con la OMS (2002) en que el uso

de antibiéticos esinapropiado.

Luego, Murray et al. (2006) y Lopez et al. (2007), sefialan que la
morbimortalidad asociada a la diarrea por Rotavirus es consecuencia de la
deshidrataciéon y el desequilibrio, electrolitico. El objetivo del tratamiento
complementario es sustituir liquidos de manera que se pueda corregir el
volumen sanguineo y los desequilibrios electrolitico y acido-base. Por lo tanto
el tratamiento exitoso comienza con la evaluaciéndel grado de deshidratacion
para lo que se deben observar la pérdida de peso, el gasto urinario, la gravedad
especifica urinaria, los electrolitosséricos y los hallazgos con el examen fisico
(frecuencia cardiaca, membranas mucosas, turgencia de la piel y llenado

capilar).

El nifio debe ser evaluado y tratadosegin las reglas y planes de prevencién

y manejo de diarreas, disponibles en losmanuales de AIEPI (Atencion Integrada

a las Enfermedades Prevalentes de la Infancia)de la OPS(2007):
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e Plan A: Es para los casos sin signos de deshidrataciéon. Se recomienda dar al
nifiomas liquidos que de costumbre y alimentarlo adecuadamente para
prevenir la deshidrataciony la malnutricion; es aconsejable llevar el nifio al
servicio de salud si nomejora en tres dias o si presenta signos de gravedad,
como vomitos repetidos, fiebre,numerosas deposiciones o resistencia a
comer o beber.

e Plan B: Es una terapia de rehidratacion oral que comienza en el servicio
local desalud y luego contintia en el hogar.

e Plan C: Es el tratamiento indicado para los casos més graves —cuando el
nifiobebe poco o0 no es capaz de beber, se presenta con ojos hundidos,
mucosas muysecas, o letdrgico o inconsciente— y es necesaria la
rehidratacién por via endovenosa.

Segun indican el Comité Nacional de Infectologia -CNI-, (2006) y Lopez et
al. (2007) los estudios controlados no han mostrado ningtn beneficio de las
drogas antieméticas o antidiarreicas y hay un riesgo significativo de efectos
adversos; por estos motivos, medicamentos como la loperamida, opioides,
anticolinérgicos o bismuto, no deben usarse en forma rutinaria. Se han
realizado algunos estudios utilizandoprobidticos en el tratamiento y

prevencionde las diarreas, con resultados prometedores.

Ademads, segtin indican Pammi & Haque(2002)y Shaneyfelt, Burke, Graff,

Jutila, & Hardy(2006), algunos autores han propuesto la administracion de
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inmunoglobulinas orales como una terapia que actuaria sobre la mucosa,
potenciando y favoreciendo la inmunidad local contra la infeccién por
Rotavirus. Sin embargo, aiin no se cuenta con ningtn estudio clinico sobre el
tema. Asi mismo, se han hecho ensayos in vitro sobre algunos productos
naturales que podrian potenciar o amplificar las respuestas antivirales innatas;
dentro de estos compuestos se han encontrado a-mangostinay el acido 18-f3-

gliciretinico.

J. Prevencién

1. Medidas generales

Segan Murray et al. (2006), los Rotavirus se adquieren a edades muy
tempranas debido a la naturaleza ubicua del virus, por lo que se hace dificil
limitar la diseminacién y la infecciéon por estos virus. Sin embargo, los
pacientes hospitalizados con un cuadro clinico se deben aislar con el fin de
limitar la diseminacién de la infeccién a otros pacientes vulnerables.

En opinién del Comité Nacional de Infectologia —~CNI- (2006) y Lopez
et al. (2007) se recomiendan las medidas generales para lograr la
interrupcion de la cadena de transmisién del virus. Los nifios con diarrea
por Rotavirus, en los que sus heces no pueden ser retenidas por los pafales

o por el uso del bafo, deben ser excluidos de concurrir a la guarderia hasta
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que finalice la diarrea. En el paciente hospitalizado se recomienda la
adherencia estricta de las precauciones entéricas mientras dure la
enfermedad. No todos los antisépticos son efectivos. Ademas del
hipoclorito de sodio y el etanol al 70%, se recomienda el uso de
glutaraldehido al 2%, peréxido de hidrégeno al 6%, solucién de
yodopovidona al 10%, hexaclorofeno al 0,75%, y la mezcla de alcohol
isopropilico al 70% junto con hexaclorofeno al 0,1%, radiacion ultravioleta y
calor. Los contenedores no desechables quedan mas limpios si se lavan a

176° F (80° C) por 1 minuto o mas.

La lactancia materna reduce la incidencia de diarrea, especialmente en
paises en via de desarrollo, pero su papel en la prevencién de diarrea por
Rotavirus es dudoso. La severidad y la duracion de la enfermedad parecen

ser menores en los nifios que recibieron seno materno(Lépez et al., 2007).

2. Vacunas

Segun el Centers for Disease Control and Prevention -CDC- (2006) las
sobradas evidencias de que los mecanismos de prevencion de las diarreas

son distintos para las diarreas virales y las de origen bacteriano



38

contribuyeron al desarrollo y la investigacion, en los tltimos diez afios, de
vacunas contra el Rotavirus. Primero, las tasas de enfermedad por
Rotavirus en nifios en los paises industrializados y paises en desarrollo son
similares, lo que indica que los suministros de agua limpia y una buena
higiene tienen poco efecto sobre la transmisién del virus, por lo tanto, no es
probable que nuevas mejoras en el agua o la higiene tengan un impacto
sustancial sobre la prevencién de la enfermedad (si lo tienen sobre las
diarreas de etiologia bacteriana). En segundo lugar, en los Estados Unidos,
un alto nivel de la morbilidad por Rotavirus se sigue produciendo a pesar
de los tratamientos disponibles. Por ejemplo, la tasa de hospitalizaciones
por gastroenteritis en los nifios pequefos s6lo disminuy6 un 16% durante
1979-1995, a pesar de la amplia disponibilidad de soluciones de
rehidratacién oral y las recomendaciones de los expertos de la Academia
Americana de Pediatria y los CDC. En tercer lugar, los estudios de infecciéon
natural porRotavirus indican que la infeccion inicial protege contra las
infecciones gravesposteriores, aunque es posible que infecciones
asintomaticas posteriores y la enfermedad leve puedan ocurrir. Por lo tanto,
la vacunacién temprana en la vida, que semeja la infecciéon natural por
Rotavirus en un infante, no impedird que todas las enfermedades
posteriores se desarrollen, pero deberia evitar la mayoria de los casos de

enfermedad grave por Rotavirus y sus secuelas -por ejemplo,
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deshidratacion severa, hospitalizacion y muerte- (CDC, 2006; Lépez et al.

2007; y Murray et al. 2006).

Estas vacunas comparten determinantes antigénicos con los
Rotavirus humanos, no provocan la enfermedad en el ser humano y
confieren proteccion frente a la infeccion. La primera vacuna autorizada,
basada en un virus hibrido humano-rhesus aprobada por la Food and
DrugAdministration (FDA) estadounidense conferia protecciéon, pero se
retir6 en 1999 debido a la incidencia de invaginacién. Es posible que las
vacunas no ofrezcan protecciéon frente a todos los serotipos de Rotavirus

(Murray et al., 2006).

Actualmente hay dos vacunas recientemente aprobadas.La EMEA
(Agencia de Medicamentos Europea)aprobé la vacuna monovalente G1 P1
humana (Rotarix®) y la FDA (Food and DrugAdministration) y la EMEA, la
vacunapentavalente humano-bovino G1, G2, G3, G4 yP1 (RotaTeq®)(CNI,

2006).

Las caracteristicas de dichas vacunas son:

¢ Vacuna monovalente de virus vivos atenuados:Vacuna de virus vivos

atenuados humanosque contiene la cepa RIX4.414, monovalente, con
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especificidad G1 P1A, derivada de lacepa de origen 89-12.Comparte
epitopos neutralizantes contra lamayoria de los Rotavirus humanos
aisladosen pacientes con gastroenteritis severa por Rotavirus.Se
administra por via oral (1 ml).Se administra en 2 dosis comenzando a las
6semanas de edad, debiendo respetarse unintervalo de 4 semanas entre
las dosis. Elesquema de vacunacién debe haberse completadoa las 24
semanas de edad.Laeficacia es del 90% para la diarrea grave en generaly
70% para todas las diarreas por Rotavirus (CNI, 2006; Lopez et al., 2007).
e Vacuna pentavalente de virus vivos atenuados:Vacuna de virus
atenuado reasociado con virusbovino (WC3) y proteinas de superficie de
5serotipos humanos: G1, G2, G3, G4, y P 1. Administracién por via
oral.Se administra en 3 dosis a partir del segundo mes conl 6 2 meses de
intervalos.La eficacia para las diarreas por Rotavirus G1-G4 graves fue

del 98% y 74% para las gastroenteritis,independientemente de Ia

severidad (CNI, 2006; Lopez et al., 2007).

Estas vacunas estdan indicadas en lactantes menores de 6 meses, a partir

de las 6semanas de vida. De manera tal que se encuentrenprotegidos antes

de la edad de mayor susceptibilidada la infeccion(CDC, 2006; CNI, 2006).

El CNI (2006), indica que en el caso de la vacuna viral atenuada contra

Rotavirusestd contraindicada en pacientes inmunocomprometidos.No hay
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datos por el momento que avalen el usoen los contactos (hermanos,
familiares, etc.) depacientes con inmunocompromiso, por lo que porel
momento no se recomienda su indicaciéon.Tampoco estaria indicada en
pacientes con enfermedadintestinal crénica o anomalias del
tractogastrointestinal. Son contraindicaciones relativas los episodiosfebriles

de mas de 38° C.

El el afio 2006, el CDC y el CNI afirman que entre los efectos adversos de

la vacuna se pueden mencionar:

e Reactogenicidad: El evento detectado més frecuente es la fiebre(pero se
present6 con similar frecuencia en el grupo que recibié un placebo), al
igualque los vémitos y la diarrea.

e Seguridad: no se encontré asociacién con invaginaciénintestinal y no se

reportaron muertesrelacionadas con la administracién de la vacuna.

La vacuna contra el Rotavirus ha sido declarada prioritaria por la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) para su incorporaciéon en
Calendarios Nacionales de Latinoamérica a partir del afio 2007.  Los
primeros paises de Ameérica que la incorporaron en sus calendarios de
vacunacion son: Brasil, Panamd y Venezuela. México la incorporé en forma

regionalizada y otros paises consideran préximamente su
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incorporacién.Esto implica un desafio desde el punto de vistaindividual
para el pediatra (necesidad de notificaciéonde efectos adversos y estrategias
de capacitacion)y global (necesidad de vigilancia

epidemiol6gicacontinua)(CNI, 2006).

K. Sistema de vigilancia epidemiol6gica

Alexandre Langmuir, citada por OPS (2007), defini6 la Vigilancia
Epidemiolégica, en 1963, como “laobservaciéon continua de la distribucién y
tendencias de la incidencia de las enfermedadesmediante la recoleccion
sistemadtica, compilacién y evaluacién de informesde morbilidad y mortalidad,
asi como de otros datos relevantes y la diseminaciénde esas informaciones a los

que necesitan conocerlas”.

La OMS(2002) recomienda que los datos obtenidos a través de esa
vigilancia, su analisis e interpretaciéon deban orientar la toma de decisiones en
cuanto a las acciones de control; ademas se busca cumplir los siguientes

objetivos:

e Conocer datos epidemiolégicos locales y regionales de las diarreas por

Rotavirus.
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e Disponer de datos para evaluar la carga de morbilidad y mortalidad de la
enfermedad.
e Aplicar las medidas de control necesarias.

e Evaluar el impacto de la vacuna cuando esta sea introducida.

En 2003, se realiz6 en Lima, Pert, la Reunién Regional sobre la
implementacion de la Vigilancia Epidemiolégica de Rotavirus; en esta reunion
se buscaba compartir el conocimiento sobre Rotavirus, los avances en el
desarrollo de nuevas vacunas, las experiencias sobre vigilancia e informacién
de los trabajos realizados en la regién; profundizar el conocimiento de la
epidemiologia por Rotavirus en los paises de la region; discutir sobre temas
comunes a los proyectos de vigilancia a iniciarse en la Regién para determinar
la carga de enfermedad, utilizando el protocolo genérico; desarrollar estrategias
para apoyar la evaluacion de la seguridad y eficacia de las nuevas vacunas
contra Rotavirus en la regién; y, revisar el proceso de coordinacién,
participacion y acompafiamiento de los socios. Hasta ese afio, Guatemala
contaba atin con un sistema de vigilancia pasiva para Rotavirus. Los hospitales
y centros de salud reportaban semanalmente los casos detectados al Sistema de
Informacién Gerencial en Salud (SIGSA) del Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social. Luego, con base a las recomendaciones de la Reunién

Regional se estableci6 un sistema de Vigilancia Centinela, con el fin de
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investigar sobre la etiologia de todos los casos de gastroenteritis aguda que se

presentasen a los llamados, “hospitales centinela” (OPS, 2002; MSPAS, 2004).

El Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social (2004), con base a los
datos hospitalarios de estudios anteriores y estudios piloto, estim6 que la carga
de hospitalizaciones en los sitios centinelas definidos para la ciudad de
Guatemala, permitirfaincluir a todo nifio/a que cumpliera con la definicién de

caso para Rotavirus, como se describe a continuacion:

e Caso sospechoso de Rotavirus: Nifio/a menor de 5 afios de edad, que
presenta deshidratacion causada por diarrea acuosa aguda y/o vOmitos,
admitido en Terapia de Rehidratacion Oral con Plan B o Plan C o ingresado
a un servicio de encamamiento.

e Diarrea acuosa aguda: Tres o mas deposiciones de material fecal acuoso o
blando en las 24 horas precedentes a la internaciéon y que tenga una
duracién menor a 14 dias.

e Caso confirmado de Rotavirus: Todo caso que cumpla con la definicién de

caso anterior y que sea positivo por Rotavirus en el Laboratorio Nacional de

Salud (LNS).
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Las muestras se enviaron al LNS y también se us6é a discrecién pruebas
réapidas en los hospitales centinela. Se realiz6é control de calidad al 10% de las

muestras con un método confirmatorio.

Segun Cerigua(2010), para 2009 ya se contaba en Guatemala con
informacién de un sistema de vigilancia centinela de 5 afios y a partir de 2010 se

introdujo la vacunacion a diferentes localidades del pais (23).

L. Estudios realizados

1. Estudios realizados en Guatemala

Velasquez, Prera, Paredes, & Ismalej (2006), realizaron una
investigacion de casos y controles, en la que evaluaron los factores
asociados a Rotavirus en una poblacion rural del departamento de Alta
Verapaz. Encontraron que los factores de riesgo fueron los siguientes: Edad
del paciente mayor de 2 y menor de 3 afios (OR 2.78 IC95% (0.87 -8.98) p=
0.049; come fuera de casa (OR 1.99, IC 95% (0.95 - 4.15) p= 0.046); madre con
estudio diversificado (OR 5.21, IC 95% (0.85- 40.46), p= 0.03; ser el segundo
hijo (OR 2.73, IC 95% (1.12 -6.68). p = 0.01). Y como factores protectores:
agua hervida en pacha (OR 0.25, IC 95% (0.06 - 1.01) p= 0.02); ser el tercer

hijo (OR 0.28, IC 95% 0.06 - 1.08). p=0.03).
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Castillo (2005), investigo el uso de antimicrobianos y antiparasitarios
en el tratamiento de la gastroenteritis aguda en nifios de 0 a 3 afios de edad
que acudieron a clinicas privadas de Chiquimula de octubre de 2003 a
marzo de 2004. Recabd datos epidemiolégicos e hizo diagnéstico clinico con
una prueba de inmunocromatografia en 88 pacientes. La frecuencia de
infeccion por Rotavirus en la poblacion estudiada fue de 38.6%. La mayoria
de casos se observaron en nifios comprendidos entre 7 y 24 meses de edad.
Las manifestaciones clinicas mas frecuentemente observadas en los nifios
afectados por el virus fueron vémitos y fiebre. Los hallazgos del examen
coproparasitoscopico simple que se relacionaron con la presencia de
Rotavirus en muestras diarreicas fueron la presencia de moco y grasa, la
ausencia o poca cantidad de leucocitos y la ausencia de eritrocitos. Se
observd ademds que un 79.4% de los casos positivos a Rotavirus se
utilizaron antibidticos, antiprotozoarios en 26.6%, antihelminticos en un
29% vy antidiarreicos en un 73.5%. Se concluy6 que la utilizacion
inadecuada e innecesaria de antimicrobianos y antiparasitarios en casos de
diarrea aguda provocada por Rotavirus es una practica comtn que podria
evitarse si el diagnostico se realiza tempranamente mediante la deteccion

del virus.
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Gordillo (1996), estudi6, la prevalencia de Rotavirus en nifios de 0 a 5
afios de edad con diarrea aguda, que acudieron a una clinica y laboratorio
privados, diagnosticados por el método de ELISA y microscopia electrénica.
Observé en 150 nifios entre 0 y 5 afios que el Rotavirus fue el principal
agente etioldgico (36% de los casos). También encontré menor sensibilidad

y especificidad del método ELISA en relacién a la microscopia electrénica.

Martin, en 1995, comparé dos grupos de pacientes detectados
positivos a Rotavirus por una prueba de inmunoensayo, administrando
aleatoriamente al grupo control (n=20) un placebo + rehidratacién oral; a un
grupo experimental (n=20) un tratamiento de subsalicilato de bismuto +
rehidrataciéon oral. Observé que a las 72 horas se redujo el ntimero de
deposiciones en el grupo experimental, estableciéndose una diferencia

estadisticamente significativa (p=0.023) (Martin, 1995).

Velasquez realiz6 un estudio en 1992, en al cual determiné, mediante
ELISA y microscopia electronica, que la prevalencia de Rotavirus en nifios
de 0 a 3 afos de edad con diarrea aguda atendidos en el Departamento de
Pediatria del Hospital General San Juan de Dios fue de 26.5% (n=132)

(Velasquez T., 1992).
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Barrios, en 1990, estudié la utilidad del recuento de leucocitos
fecales en el diagndstico presuntivo de diarrea por Rotavirus. Para ello
desarrollé  estudio prospectivo en 88 nifios menores de 5 afios que
consultaron a las clinicas familiares de la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad de San Carlos de Guatemala. No encontré asociacion
estadistica entre el recuento de leucocitos fecales y el diagnéstico presuntivo

de diarrea por Rotavirus (Barrios, 1991).

El MSPAS (2004), menciona el trabajo realizados por Cruz y
colaboradores (1990), realizado en nifios hospitalizados por diarrea en el
Hospital Roosevelt, el cual muestra que 50.9% de 57 casos fueron Rotavirus
positivo; de estos, el 46% fueron de serotipo 2 y 34.6% fueron de serotipo 1.7
Con respecto a pacientes ambulatorios, en las areas rurales, el mismo
estudio muestra una prevalencia de 10.3%. Este y otros estudios anteriores
aportaron datos que coinciden con aquellos publicados a nivel internacional

y demuestran la menor prevalencia de Rotavirus en pacientes ambulatorios.
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2. Estudios realizados en Latinoamérica

En un estudio realizado por Macias y Delgado, en 2005 en la
provincia de Manabi, Ecuador; utilizaron un disefio retrospectivo y
evaluaron la incidencia de gastroenteritis aguda causada por Rotavirus,
mediante datos clinicos y de laboratorio. Se determiné que el 40% de los
pacientes menores de 3 afios ingresado a un drea de hospitalizacion durante
Enero a Junio del afio 2005 eran positivos a Rotavirus, segtn los resultados

de un ensayo de inmunoandlisis realizado sobre muestras de heces fecales

(Macias & Delgado, 2005).

Gutiérrez y otros (2005) realizaron, un estudio descriptivo en dos
localidades de Colombia para determinar si el comportamiento de la
gastroenteritis aguda es diferente en nifios menores de cinco afios en dos
regiones distintas entre si en geografia y clima. La muestra se obtuvo en
menores de cinco afios que consultaron por diarrea a centros asistenciales de
cada region. Concluyeron que en ambas zonas (Cartagena y Facatativa)
predominé la diarrea viral, siendo Rotavirus, el agente etioldégico mas

prevalente (de 18 a 24%).

En otro estudio realizado en Facatativa, Cundinamarca, Colombia,

por Chaparro et al. (2004), se investigd en nifios menores de cinco afios la
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prevalencia de Rotavirus A, entre los meses de enero y diciembre de 2002.
De 212 muestras analizadas, se encontraron 40 muestras positivas, con una
tasa de prevalencia de 45.9 X 10.000 menores de cinco afios. La zona urbana
tuvo mayor nimero de casos por Rotavirus A (28/148) que la zona rural
(12/54). El mayor namero de casos se present6 entre los 13 y 24 meses de
edad, con igual proporcién en nifios y en nifias. La relacion de la presencia
de Rotavirus A se asoci6 con las variables: disposicién de basuras, excretas y
consumo de agua no fue estadisticamente significativa; no asi, con factores

climéticos.

Romero y colaboradores (2007), realizaron en 2002, un estudio para
determinar la prevalencia de Rotavirus en pacientes menores de cinco afios,
con gastroenteritis aguda que fueron atendidos en un hospital de
Cochabamba, Bolivia. La infeccién por Rotavirus present6é una prevalencia
general del 19% presentandose en un 24% en pacientes hospitalizados y en
el 17% en ambulatorios. Las infecciones por Rotavirus se presentaron a lo
largo de todo el periodo de estudio, las frecuencias mas altas de infeccién se
observaron en los meses de invierno, abril (24%), mayo (34%) y junio (28%)
y las mas bajas (8-15%) en los meses de febrero, agosto y septiembre. El
analisis de asociacion de la infeccion por Rotavirus, con parametros
climaticos, mostré que los picos mas altos de infeccién, correlacionan con la

época més seca y fria.
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Sabbaj, De Petre, Gémez, & Sordo (2001) investigaron en un hospital
pediatrico argentino la prevalencia de diarrea por Rotavirus en menores de
3 afios. Se estudi6 a un total de 739 muestras de heces de pacientes con
diagnéstico clinico de gastroenteritis aguda. El 35% de las muestras fueron
positivas a Rotavirus utilizando un enzimoinmunoensayo (EIA) y en casos

dudosos, para fines confirmatorios, se uso6 la prueba PCR.

Bernal, Zapata, Durango, & Alvarez (2002) buscaron con un estudio
retrospectivo, realizado entre 1997 y 1999, conocer la prevalencia de diarrea
por Rotavirus en menores de 3 afios, en un hospital pediatrico de Medellin,
Colombia; investigando agentes etiolégicos y las caracteristicas de los nifios

atendidos. Entre las muestras de heces analizadas se encontré Rotavirus en

48%.

En México, Pigeon-Oliveros (2004) realiz6 un estudio epidemiolégico
descriptivo-prospectivo en nifios eutréficos de tres meses a cinco afios de
edad, con diagnéstico clinico de gastroenteritis aguda infecciosa, del
primero de enero de 1999 al 30 de junio de 2002; en ambulatorios y
hospitalizados con el objetivo de investigar la frecuencia anual y la
incidencia mensual para Rotavirus A. Se estudiaron 3,295 nifios con

gastroenteritis infecciosa. Se identifico Rotavirus en heces por anticuerpo
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monoclonal en el 33.6% de las muestras de pacientes ambulatorios y en el
42.32% de pacientes hospitalizados. La frecuencia anual de Rotavirus, en
pacientes ambulatorios y hospitalizados, fue de 36.15%. La mayor
incidencia mensual en ambos grupos fue invernal. No ocurrié ninguna

defuncion.

3. Estudios realizados en el resto del mundo

Una investigacion de casos y controles hecha en Espafia por Bellido-
Blasco y colaboradores (2007) durante 2 afios (2000-2001) en nifios que
ingresaron a un hospital; resultando un 26% de muestras positivas a

Rotavirus, diagnosticados por medio de cultivo de muestras de heces.

Malek y Colaboradores, citados por Parashar(2003), desarrollaron en
Estados Unidos entre 1997 y 2000 una revisién de estudios para estimar la
carga por enfermedad grave por Rotavirus, que requeria hospitalizaciéon. Entre
el 18 y 19% de los pacientes con gastroenteritis aguda requerian
hospitalizacién, siendo esta tasa la mayor entre los pacientes hospitalizados

por otros agentes etiologicos para la diarrea.
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IV. JUSTIFICACION

La prevencién de las enfermedades infecciosas diarreicas de etiologia viral se
basa tnicamente en la memoria inmunolégica. Las tasas de incidencia de
gastroenteritis aguda por Rotavirus son similares en paises industrializados y en
paises en desarrollo; sin embargo en los paises en desarrollo las tasas de
mortalidad por Rotavirus son mas altas (Comité Nacional de Infectologia -CNI-,

2006; Centers for Disease Control and Prevention, 2006).

La elevada carga econémica y social que supone, para los sistemas sanitarios, la
gastroenteritis aguda por Rotavirus ha suscitado que la OPS haya declarado como
prioritaria la incorporacién de la vacuna contra Rotavirus en Latinoamérica, a
partir de 2007. El primer paso para la incorporaciéon de la vacuna se basa en el
fortalecimiento del sistema de vigilancia epidemiolégica, particularmente la
vigilancia centinela. Guatemala implement6 un programa de vigilancia centinela
en el afio 2004, el cual proporcionaria informacién sobre la frecuencia de la
enfermedad en el entorno hospitalario estatal pero no asi de los casos atendidos
por el sistema de salud privado. Hasta la fecha se siguen detectando casos de la
enfermedad en clinicas y laboratorios no gubernamentales(OPS, 2007, Comité
Nacional de Infectologia -CNI-, 2006; Shaneyfelt, Burke, Graff, Jutila, & Hardy,

2006).
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El diagnoéstico de Rotavirus por el laboratorio, es esencial, ya que los sintomas
clinicos asociados con la infeccién son inespecificos. Los Rotavirus suelen ser
detectables en materia fecal por pruebas de inmunoensayo enzimatico hasta una
semana después de la infecciéon. Este método ha dado resultados de sensibilidad
de hasta el 97% comparado con un 92% de la microscopia electrénica. Debido a
que existen muchos laboratorios en nuestro medio que carecen del equipo para
procesar pruebas ELISA, se hace mnecesaria la ejecucion de métodos
cromatograficos y/o aglutinacion directa para comparar su efectividad(Murray,

Rosenthal, & Pfatier, 2006; Sandin, 2002).

Por todo lo anterior, se considera importante realizar un estudio para
determinar la prevalencia de Rotavirus en pacientes con cuadros de gastroenteritis
aguda, que acuden dos laboratorios privados del distrito central de Petén, de
manera que los resultados finales de la investigaciéon enriquezcan los datos
estatales de vigilancia epidemiolégica y su impacto en el calculo de la Carga de

Enfermedad (medida de las pérdidas de salud atribuidas a enfermedad).
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V. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Determinar la prevalencia de Rotavirus en nifios del departamento de Petén.

B. Objetivos especificos

1. Determinar la prevalencia de Rotavirus en nifios de 0 a 5 afios que

presentan un cuadro de diarrea aguda.

2. Determinar la frecuencia del Rotavirus respecto avariables demogréficas

y epidemiolégicas.

3. Evaluar la sensibilidad y especificidad de pruebas comerciales de
inmunocromatografia y aglutinaciéon directa (latex) para el diagnostico de

Rotavirus en relacién a ELISA, estandar de oro relativo



VI. HIPOTESIS

Por ser un estudio de disefio descriptivo no se trabajé con base a una hipétesis.

56
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VII. MATERIALES Y METODOS

A. Universo y muestra del estudio

1. Universo

Nifios entre 0 y 5 afios de edad con diarrea aguda que acudieron a dos

laboratorios privados del area central de Petén.

2. Muestra

300 nifios entre 0 y 5 afios de edad con diarrea aguda que acudieron a
dos laboratorios privados del &rea central de Petén, en el periodo

comprendido entre el uno de octubre de 2010 al treinta de abril de 2011.

e (Criterios de inclusion

Nifios de entre 0 y 5 afios que acudieron a dos laboratorios privados
ubicados en el area central del Departamento de Petén y que presentaron
cuadro clinico de diarrea aguda -tres o mas evacuaciones liquidas o

semiliquidas en las tltimas 24 horas, con hasta 14 dias de duracion-.
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e Criterios de exclusion

Diarrea de mas de 14 dias de evolucién. Aquellos nifios cuyos padres no

aceptaron que participaran en el estudio.

. Recursos

1. Humanos

e Autora: Br. Patricia Eugenia Alvarez Laguardia de Burgos
e Asesor:MSc. Gerardo Leonel Arroyo Catalan

e Asesor: Lic. Jorge David Burgos Cano

2. Institucionales

e Laboratorio clinico privado Labitza (Santa Elena y San Benito, Petén)

3. Materiales, equipo y cristaleria

e Torundas estériles desechables
e Gradilla para tubos de ensayo

e Palillos para la preparacion de muestras
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Tubos de ensayo

Cronémetro

Pipetas automaticas de 100 pL, 1000 pL y volumen variable 1-5 mL
Centrifugadora

Incubadora

Microscopio 6ptico

Pisetas

Fotémetro Stat Fax® 303 Plus

. Reactivos

Lugol fuerte

Solucion salina

Agua desmineralizada

Kit diagnéstico ELISA, International Inmuno_Diagnostics®
Kit diagnoéstico inmunocromatografia, Rida Quick®

Kit diagnoéstico de aglutinacion en latex, PlasmatecLaboratories®

. Instrumentos de investigacién

Ficha de recolecciéon de datos demograficos, clinicos y epidemiolégicos

(ver anexo A).



60

¢ Consentimiento informado (ver anexo B).

C. Métodos

1. Plan general

e A los nifios cuyos padres accedieron a participar en el estudio se les
tomo las muestras frescas de heces y a éstas se les realiz6 una prueba
ELISA para la deteccion de antigeno de Rotavirus y pruebas
complementarias de inmunocromatografia y aglutinacion en latex.

e Por cada nifio se llen6 una ficha que contenia datos clinicos y
epidemioldgicos.

e Se analizaron datos calculandose la sensibilidad, especificidad y valor
predictivo de las pruebas; tasas de prevalencia especificas y OR para las

variables clinicas y epidemiolégicas.

2. Recoleccion de muestras

Las muestras de heces se recolectaron antes de pasados 8 dias desde
la aparicion de lossintomas. El pico de excrecion de Rotavirus ocurre entre 3
y 5 dias después de la aparicion delos primeros sintomas mientras que

delAdenovirus ocurre entre el 3° y 13° dia. A partir de esemomento, el
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nimero de particulas viricas en heces decrece y son menos reactivas.
Lasmuestras pueden guardarse en el refrigerador durante 7 dias antes de
ser analizadas. Parauna conservacién mds prolongada, deben guardarse en
el congelador a -20°C. En este caso, lamuestra fue descongelada totalmente,
llevada a temperatura ambiente y homogeneizadaantes de

analizarla(Desselberger & Gray, 2009).

Para recolectar las muestras en los bebés y nifios pequefios que
utilizaban pafales, se cubridel pafial con una envoltura plastica que fue
colocada en forma apropiada, evitando que se mezclaran la orina y las heces
suministrando asi una mejor muestra; en algunos casos se coloc¢ el pafial al
revés, como recomienda Sandin (2002). Las muestras se transfirieron a un

recipiente, rotuladocon un correlativo tnico.

3. Inmunocromatografia: (R-Biopharm AG, 2009)

Fundamento:Prueba rapida inmunocromatografica de flujo lateral de un
solopaso,en la cual los anticuerpos especificos dirigidos contra Rotavirus
estan acoplados a particulasrojas latex. Otrosanticuerpos especificos contra
el agente patégeno estdn unidos fuertemente sobre lamembrana.
Primeramente se suspende la muestra de heces en el buffer de extraccién y

sedeja sedimentar. La tira de prueba se sumerge en el sobrenadante de la
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muestra, aqui ésta seune con las particulas coloreadas de latex, y en caso
positivo se acopla al anticuerpo presente;atraviesa la membrana y se enlaza
con las bandas especificas de captura. Si el antigeno estd presente en la

muestra se observara una banda roja.

e Procedimiento:Se dispens6 en un tubo de ensayo entre 1.0 y 1.5 mL de
solucion de extraccion.

e Se impregnd una torunda en la muestra de heces. Fue suficiente una
muy pequeiia cantidadde heces. Con muestras sdlidas basté una porcion
de 2-3 mm de diametro.

e Se introdujo la torunda en el tubo de ensayo que contenia la solucién de
extraccion y se rotécontra las paredes para facilitar la dispersiéon de la
muestra. Se desecho la torunda de formaconveniente y segura.

e Se esperaron unos minutos para que la muestra sedimentara. No fue
necesaria la centrifugacion.

e Se sac6d una tira reactiva del recipiente y se introdujo en el tubo de
ensayo con la muestra.

e Se observo el resultado a los 5 minutos. No se interpretaron
resultadosobtenidos mas alla de 10 min.

e Interpretacion del resultado: Se consideraron negativas las muestras en
las que aparecié una tinica linea verde (control) en la parte superior de la

ventana de visualizaciéon. Siempre debe aparecer esta linea. Se
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consideraron resultados positivos cuando ademaés de la linea de control
(verde), aparecié debajo una linea roja o rosa, en la zona central del
dispositivo de reacciéon. La intensidad de esta coloracién es variable
segin la concentracion presente del antigeno. El fabricante recomienda
que si no aparece ninguna linea en la ventana de visualizacion, la prueba

se reporte como invalida.

4. Aglutinacion en latex: (Plasmatec Laboratory Products Ltd., 2010)

Fundamento:La prueba para Rotavirus Plasmatec sirve para la detecciéon de
antigenos en excrementos poraglutinacion en lamina. El reactivo dela
pruebaestd compuestode particulas de latexsensibilizadasfrente aun grupo
deaislados deRotavirusdiferentes, tanto humanos como animales,

permitiendo la deteccién de antigenopor aglutinacion.

e Procedimiento:Se permiti6 que cada componente alcance la temperatura
ambiente.

e Se hicieron diluciones de 10 mL de tampén con 40 mLde agua
desionizada para tener suficiente tampon para extraer 25 muestras.

* A una alicuota de 2 ml de tampoén de extraccién se afiadieron 0,2 gramos

de muestra fecal.
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Se mezcl6 bien en un vortex, hasta que los sélidos estuvieron
distribuidos uniformemente.

Se dejo reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Las muestras se centrifugaronpor 10 minutos a 800 rpm.

Se colocé una gota del sobrenadante de la muestra fecal en el circulo 1
marcado en los portaobjetos.

Se repiti6 el paso anterior usando el circulo 2 del portaobjetos.

Se agreg6 una gota del reactivo de latex de control junto a la gota de la
muestra fecal en el circulo 1 y otra gota a la gota de muestra fecal del
circulo 2.

Con el otro extremo de la pipeta desechable (punta gruesa), se extendidel
reactivo de latex control sobre toda el area del circulo de anélisis.

Se repiti6 el paso anterior con el latex de prueba en el circulo 2.

Se incliné suavemente el portaobjetos hacia atrds y hacia adelante,
aproximadamente una vez cada dos segundos durante dos minutos.

El control positivo estaba listo para su uso por lo que no fue diluido.
Interpretacion del resultado: Fueron tomados como positivos aquellas
pruebas en las que hubo aglutinacién de las particulas de latex. Esto
normalmente ocurri6 dentro de unos segundos de la mezcla,
dependiendo de la fuerza de los extractos. Los resultados negativos se
indicaron con un aspecto lechoso sin ningtn tipo de agregacién visible

de las particulas de latex.
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5. ELISA: (Immuno-Diagnostics®, 2003)

Fundamento: Durante la primera incubacion, los anticuerpos presentes en
los pozos de reaccion, capturan los antigenos deRotaviruspresentes en el
sobrenadantefecal.La segunda incubaciénagrega adicionales
anticuerposanti-rotavirus formando un complejo tipo "sandwich" con el
antigeno. Latercera incubacién afiade peroxidasa de rdbano al complejo
formado. Después de lavar para eliminarla enzimano unida, se afiade un
cromégeno que desarrollaun color azulen presenciade la enzimay el
peréxido. La soluciéon de parofinalizala reaccion llevandose a cabo un
cambio de color del azul a amarillo cuya intensidad se mide en un

espectrofotometro a 450/650 nm

e Procedimiento: Se rompié el ntimero de pozos necesarios y se
depositaron en el soporte de tiras (nimero de muestras mas dos pozos
para controles).

e Se afiadi6 100 uL del control negativo al pocillo n°1 y 100 pL de control
positivo en el pocillo n° 2 (utilizados ambos controles sin diluir).

e Se afiadi6 a los pozos 100 pL del sobrenadante de las heces que
previamente se diluyeron mezclando 1 gramo de la muestra con 4
mililitros de la soluciéon buffer de lavado. En muestras francamente

liquidas se hicieron diluciones 1:2.



66

Se incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos, luego se lavo (el
lavado consisti6 en llenar cada pocillo con 350 pL del buffer de lavado,
agitar y luego botar el contenido, repitiendo el proceso 3 veces)

Se afiadi6 2 gotas de reactivo 1 (anticuerpos monoclonales anti-
Rotavirus) a cada pocillo. Luego se incub6 a temperatura ambiente
durante 5 minutos, efectuando nuevamente el proceso de lavado
descrito.

Se aftadi6 2 gotas de reactivo 2 (conjugado) a cada pocillo.

Se incub¢d a temperatura ambiente durante 5 minutos, luego se lavé. Se
agregaron 2 gotas de cromoégeno a cada pocillo.

Se incub¢ a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Se afladieron 2 gotas de solucién de paro a cada pocillo y se mezclé
suavemente los pozos.

Los resultados se leyeron en el fotémetro lector de ELISA usando una
lectura bicromatica con filtros de 450 nm y 620 nm, y colocando el cero
del lector contra aire.

Evaluaciéon de los controles e interpretacion de los resultados: Prueba
Positiva: Lecturas de absorbancia de 0.15 o mayores que indicaron que la
muestra contiene antigenos de Rotavirus. Prueba Negativa: Absorbancia
menores de 0.15 que indicaron que la muestra no contiene niveles

detectables de antigeno de Rotavirus.
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D. Diseifio de la investigacion

1. Tipo de investigacién

Estudio descriptivo transversal

2. Disefio de muestreo

Para calcular el tamafio de muestra se utiliz6 la férmula para proporciones:

_Zl*p*q
n —d2

donde:

7?2 =1.96 (a un nivel de confianza del 95%)

p = proporcién esperada (en este caso 50 % = 0.50)!
q=1-p (eneste caso 1 - 0.50= 0.50)

d = precision (6 %)

n= 267

Para aumentar la validez del estudio se seleccionaron finalmente a 334

ninos.

1L.a proporcién wutilizada para calcular el tamafio de muestra de este
estudio se basd en la tasa de prevalencia calculada en un trabajo inédito
de Burgos del afio 2009 (Tasa de prevalencia = 50.6%).
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La seleccion de los pacientes fue por conveniencia, no probalistica. Se
seleccionaron a todos los pacientes que cumplieron con los criterios de
inclusion que asistieron a los dos laboratorios destinados para el estudio, a

partir de octubre de 2010, hasta completar el tamafio de muestra.

3. Disefio de analisis de datos

Se describieron frecuencias en tablas y graficos.

Se describié la prevalencia de Rotavirus en términos de tasa de
prevalencia relativa para la muestra utilizada. Se calcularon tasas
especificas de Rotavirus por edad, género, localidad, presencia de vémitos y

tiebre y tipo de alimentacion.

Se estim6 un intervalo de confianza 95%de la tasa de prevalencia de

Rotavirus sobre la poblacion de la que fue extraida la muestra en estudio.

Se evalu6 la asociaciéon del resultado positivo a Rotavirus contra
factores socioeconémicos por medio de una prueba de ji cuadrado con un
nivel de confianza del 95%.Se calcularon indices de disparidad(OR’s) para
las variables demogréficas y epidemiolégicas como una aproximacién a la

medicién del riesgo.
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Se calculé la sensibilidad y especificidad de las pruebas de
inmunocromatografia y aglutinacion directa en relacién a la prueba ELISA.
También se evalué la concordancia de las pruebas con los resultados dados

por ELISA por medio del coeficiente de Kappa. Para estos célculos se uso el

Software EPIDAT 3.1.

4. Interpretacién de datos y aporte

Los datos sobre prevalencia de Rotavirus sirvieron para
complementar aquellos recolectados por el sistema de vigilancia
epidemiolégica del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, de
manera que pueda cuantificarse de una forma mas exacta la Carga de

Enfermedad.

Los OR calculados sirvieron para identificar posibles factores de
riesgo presentes en la poblacién estudiada, y asi planificar intervenciones

sobre grupos vulnerables a la enfermedad.

Los datos sobre la sensibilidad y especificidad de las pruebas
utilizadas aportaron informacién para evaluar la conveniencia de utilizar
estos métodos diagndsticos alternativos en contextos que carecen de equipo

necesario para realizar pruebas ELISA.
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VIII. RESULTADOS

Se estudi6 un total de 334 nifios de 0 a 5 afios que presentaron un cuadro de
diarrea aguda y acudieron a dos laboratorios privados en el area central del
departamento de Petén, durante octubre de 2010 a abril de 2011. En la muestra,
el54% fueron varones y 46% fueron mujeres. El 79.3% de la poblacién estudiada
estuvo comprendida entre los 0 y 23 meses de edad, que provenian en su mayoria
de los municipios de Flores, La Libertad y San Benito (69.15%).Los signos y
sintomas mas frecuentes presentados por los pacientes fueron: fiebre y vomitos,
aunados al cuadro de diarrea aguda en més del 70% de los casos con una media de

5+2 dias de evolucion.

Se calcularon las tasas de prevalencia especificas en funcién de variables
demograficas y clinico-epidemiolégicas; se calcularon indices de disparidad para
dichas variables y se evalu6 la sensibilidad y especificidad de las pruebas de
inmunocromatografia y aglutinaciéon en latex para la deteccion de Rotavirus en

heces frescas, usando como estandar relativo la prueba de ELISA.

A continuacion se presentan los resultados de la investigacion ordenandolos
con base a tres secciones que hacen referencia a los objetivos especificos
propuestos: Prevalencia de Rotavirus y descripcion de los individuos del
estudio;prevalencia especifica en funcién de variables demograficas y clinico-
epidemioldgicas y, finalmente, evaluacion de la sensibilidad y especificidad de las

pruebas y métodos utilizados.
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A. Prevalencia de Rotavirus y descripcion de los individuos del estudio

Tabla 1. Género de nifios de 0 a 5 afios con cuadro de diarrea aguda evaluados
en Petén, durante 2010-2011 (n=334)

Género Frecuencia | %
Masculino 179 54
Femenino 155 46

Fuente: instrumento de recoleccion de datos, base de datos en Excel

Como se puede observar en la tabla anterior, la proporciéon de nifios y nifias

fue similar en la muestra en estudio.

Tabla 2. Frecuencias agrupadas de la edad en meses de nifios de 0 a 5 afios con
cuadro de diarrea aguda que acudieron a laboratorio privado del departamento
de Petén, durante 2010-2011 (n=334)

Edad en meses Frecuencia | Frecuencia Frecue_ncia

absoluta relativa a:s::m;ad a

Lim. Inf. Lim. Sup
0 7 94 28.14% 28.14%
8 15 102 30.54% 58.68%
16 23 69 20.66% 79.34%
24 31 43 12.87% 92.21%
32 39 13 3.89% 96.10%
40 47 3 0.90% 97.00%
48 55 8 2.40% 99.40%
56 63 1 0.30% 99.70%
64 71 1 0.30% 100.00%
Total 334 100.00%

Fuente: instrumento de recoleccion de datos, base de datos en Excel
Puede observarse en la tabla anterior que el 79.34% de todos los pacientes

que participaron en el estudio posefan de 0 a 23meses de edad.
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Graéfica 1. Histograma de la edad en meses de ninos de 0 a 5 afios con cuadro de

diarrea aguda detectados en laboratorio privado del departamento de Petén,

durante 2010-2011 (n=334)
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Fuente: instrumento de recoleccion de datos, base de datos en Excel

Tabla 3. Estadisticos descriptivos de la edad en meses de ninos de 0 a 5 afios con
cuadro de diarrea aguda detectados en laboratorio privado del departamento de

Petén, durante 2010-2011 (n=334)

Estadistico Valor
Media 15.14
Mediana 13
Moda 24
Desviacion estandar 11.14
Rango 66
Minimo 1
Maximo 67
Rango intercuartil 15
n 334

Fuente:

Base de datos en Excel, Médulo Andlisis de Datos
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En la tabla se puede observar que los valores de la mediana y la media de la
edad en meses de los nifios fueron similares; por ello la distribucién de los datos de
edad es simétrica y probablemente normal, con lo cual cualquiera de las dos

medidas puede servir para resumir esta variable.

Tabla 4. Municipio de residencia de nifios de 0 a 5 afos con cuadro de diarrea
aguda detectados en laboratorio privado del departamento de Petén, durante
2010-2011 (n=334)

Municipio Frecuencia % % acumulado
Flores 93 27.84% 27.84%
San Benito 87 26.05% 53.89%
La Libertad 51 15.27% 69.16%
Dolores 27 8.08% 77.25%
San Andrés 17 5.09% 82.34%
Melchor de Mencos 15 4.49% 86.83%
Sayaxché 15 4.49% 91.32%
San Francisco 12 3.59% 94.91%
San José 8 2.40% 97.31%
Santa Ana 6 1.80% 99.10%
Poptln 3 0.90% 100.00%

Fuente: instrumento de recoleccion de datos, base de datos en Excel

En la tabla anterior se observaque més de dos terceras partes (69.16%) de los
participantes del estudio venian de los municipios de Flores, San Benito y la

Libertad.
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Gréfica 2. Municipio de residencia de nifos de 0 a 5 afios con cuadro de diarrea

aguda detectados en laboratorio privado del departamento de Petén, durante

2010-2011 (n=334)
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Fuente: instrumento de recoleccion de datos, base de datos en Excel

Tabla 5. Dias de evolucién de un cuadro de diarrea aguda en nifios de 0 a 5 afios
detectados en laboratorio privado del departamento de Petén, durante 2010-2011

(n=334)
e\?:)T:c(:gn Frecuencia % % acumulado
1 133 39.82% 39.82%
2 70 20.96% 60.78%
3 40 11.98% 72.76%
4 24 7.19% 79.95%
5 14 4.19% 84.14%
6 13 3.89% 88.03%
7 17 5.09% 93.12%
8 11 3.29% 96.41%
9 8 2.40% 98.81%
10 4 1.20% 100.01%

Fuente: instrumento de recoleccion de datos, base de datos en Excel
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Casi dos terceras partes de los pacientes presentaban un cuadro de diarrea

aguda de hasta dos dias de evoluciéon al momento de acudir al laboratorio.

Tabla 6. Variables clinicas observadas en nifios de 0 a 5 afios detectados en
laboratorio privado del departamento de Petén, durante 2010-2011
(n=334)

Variables clinicas Estadisticos

Vomitos (n=334) 72.75%

Mediana |Rangointercuartil

# de episodios de vomitos* (n=243)

2 3
Fiebre (n=334) 73.35%
Media Desuv. Est.
Dias de evolucion (n=334)
4.6 2.4

Mediana |Rangointercuartil

# de deposiciones ultimas 24 horas* (n=334) 4 5

Fuente: instrumento de recoleccion de datos, base de datos en Excel
* Segun coeficientes de asimetria, sus distribuciones son no normales

Se observa en la tabla anterior que casi tres cuartas partes de los pacientes

presentaron fiebre y/o vomitos concomitantemente con el cuadro de diarrea

aguda.
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Tabla 7 Tipo de alimentacion de nifios de 0 a 5 afios con cuadro de diarrea aguda
detectados en laboratorio privado del departamento de Petén, durante 2010-2011

(n=334)
Tipo de alimentacién Frecuencia |%
Materna exclusiva
111 33.23%
Artificial exclusiva
110 32.93%
Mixta (materna y artificial)
55 16.47%
Niflos en etapa post lactancia
58 17.37%
Total 334 100.00%

Fuente: instrumento de recoleccion de datos, base de datos en Excel

Se puede observar que la proporcion de participantes del estudio con
alimentacién materna exclusiva era similar a la proporcion de pacientes con
alimentacion artificial exclusiva.

Gréfica 3. Tipo de alimentacion de ninos de 0 a 5 afios con cuadro de diarrea

aguda detectados en laboratorio privado del departamento de Petén, durante
2010-2011 (n=334)
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Fuente: instrumento de recoleccion de datos, base de datos en Excel
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La tasa de prevalencia de Rotavirus en el estudio estuvo comprendida entre
0.13 a 0.18 segtn la prueba utilizada.A continuacion se presentan los intervalos de

confianza de la tasa de prevalencia de cada test:

Tabla 8. Tasas de prevalencia e intervalos de confianza de las tasas de
prevalencia de Rotavirus, segan test, en nifios de 0 a 5 afios con cuadro de
diarrea aguda detectados en laboratorio privado del departamento de Petén,

durante 2010-2011 (n=334)

IC 95 % tasa de
Prueba utilizada Tasa de prevalencia prevalencia

Lim. Inf Lim. Sup

ELISA 18.00% 13.43% 21.90%

Latex 13.00% 8.87% 16.28%
Inmunocromatografia 18.00% 13.70% 22.23%

Fuente: instrumento de recoleccion de datos, base de datos en Excel

Como se puede notar en la tabla anterior, la tasa de prevalencia de
Rotavirus para la cromatografia fue similar a la del estdndar de comparaciéon
relativo utilizado (ELISA); mientras que el método de latex detecté a una menor

cantidad de pacientes con Rotavirus.



Gréfica 4. Total de casos de Rotavirus por mes y tasas de prevalencia de
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Rotavirus por mes utilizando la técnica ELISA en nifos de 0 a 5 afios con cuadro

de diarrea aguda detectados en laboratorio privado del departamento de Petén,

durante 2010-2011 (n=334)
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Fuente: instrumento de recoleccion de datos, base de datos en Excel

La gréfica 4 nos da una mejor comprension del comportamiento del Rotavirus

en los pacientes que presentaron un cuadro de diarrea aguda. Se puede observar

que en el mes de febrero de 2011 hubo un aumento considerable en la tasa de

prevalencia de Rotavirus, pero al siguiente mes se dio una disminucién de

magnitud similar.
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B. Prevalencia especifica en funciéon de variables socioeconémicas y

epidemioldgicas

Tabla 9. Tasas de prevalencia de Rotavirus por género en de nifios de 0 a 5 afos
con cuadro de diarrea aguda detectados en laboratorio privado del departamento
de Petén, durante 2010-2011 (n=334)

Género ELISA Latex | Cromatografia

Hombres | 19.55% | 13.41% 20.67%
Mujeres 15.48% | 11.61% 14.84%

Fuente: instrumento de recoleccion de datos, base de datos en Excel
Nota: se marcan en obscuro las tasas mayores o iguales al 20%.

Las tasas de prevalencia de Rotavirus fueron, en la muestra del estudio,
mayores en hombres que en mujeres como se puede notar en la tabla anterior. En
relacién a la edad, segtin la siguiente tabla, los nifios de 0 a 7 meses y los nifios de
16 a 23 meses presentaron tasas de prevalencia mas altas.

Tabla 10. Tasas de prevalencia de Rotavirus por edad (imeses) en de nifios de 0 a 5

afios con cuadro de diarrea aguda detectados en laboratorio privado del
departamento de Petén, durante 2010-2011 (n=334)

Rangos de edad (meses) ELISA LATEX CROMATOGRAFIA
0-7 19.15% 14.89% 22.34%
8-15 15.69% 13.73% 15.69%
16-23 24.64% 11.59% 20.29%
24-31 13.95% 9.30% 13.95%
32-39 15.38% 7.69% 7.69%
48-55 0.00% 12.50% 12.50%
64-71 0.00% 0.00% 100%*

Fuente: instrumento de recoleccion de datos, base de datos en Excel
Nota: se marcan en obscuro las tasas mayores o iguales al 20%.* Posible falso positivo



Tabla 11. Tasas de prevalencia de Rotavirus por municipio de procedencia en
nifios de 0 a 5 afios con cuadro de diarrea aguda detectados en laboratorio

privado del departamento de Petén, durante 2010-2011 (n=334)
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Municipio ELISA Cromatografia Latex
Dolores 14.81% 14.81% 3.70%
Flores 22.58% 23.66% 19.35%
La Libertad 15.69% 11.76% 5.88%
Melchor de Mencos 6.67% 6.67% 0.00%
San Andrés 17.65% 23.53% 17.65%
San Benito 20.69% 20.69% 16.09%
San Francisco 25.00% 33.33% 25.00%
Sayaxché 6.67% 6.67% 0.00%

Fuente: instrumento de recoleccion de datos, base de datos en Excel
Nota: se marcan en obscuro las tasas mayores o iguales al 20%.

En la tabla anterior se observa que los municipios que presentaron tasas de

prevalencia de Rotavirus mas altas fueron Flores, San Benito y San Francisco.

En las siguientes tablas se muestran las variables para las cuales se

realizaron pruebas inferenciales para evaluar la asociacion entre la variable

respuesta (pruebas positivas a Rotavirus en heces) y los posibles factores. En la

tabla 12 se observa que la diferencia de la proporcion de los casos de Rotavirus, en

la poblacién, no fue estadisticamente significativa. Lo mismo se puede afirmar

para los nifios menores de dos afios y los nifios con 2 afios o més (tabla 13).
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Tabla 12. Tasas de prevalencia de Rotavirus e intervalos de confianza por género
segiin la prueba de ELISA (estandar relativo) en de nifios de 0 a 5 afios con cuadro
de diarrea aguda detectados en laboratorio privado del departamento de Petén,
durante 2010-2011 (n=334)

Género Tasa de prevalencia IC (95.0%)

Masculino 19.55% 13.46% | 25.64%

Femenino 15.48% 9.47% | 21.50%
P value prueba de ji cuadrado 0.23

Fuente: instrumento de recoleccién de datos, base de datos en Excel, elaboracién en Epidat 3.1

Tabla 13. Tasas de prevalencia de Rotavirus e intervalos de confianza por edad
segiin la prueba de ELISA (estdndar relativo) en ninos de 0 a 5 afios con cuadro de
diarrea aguda detectados en laboratorio privado del departamento de Petén,
durante 2010-2011 (n=334)

Edad Tasa de prevalencia IC 95%
Menores de 2 afos 19.00% 14.31% 24.18%
2 0 mas afos 12.00% 3.32% 19.87%
P value prueba de ji cuadrado 0.14

Fuente: instrumento de recoleccién de datos, base de datos en Excel, elaboracién en Epidat 3.1
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En la tabla 14 se observa que tampoco se encontré6 una diferencia
estadisticamente significativa para la proporcion de casos de Rotavirus en nifios
que presentaron fiebre o vomitos y los que no presentaron alguno de estos
sintomas. Por otro lado, en la tabla 15 no se observan diferencias
estadisticamente significativas para la proporcion de casos de Rotavirus en

relacion al tipo de alimentacién.

Tabla 14. Tasas de prevalencia de Rotavirus e intervalos de confianza segiin
presencia de otros sintomas con base a la prueba de ELISA (estdndar relativo) en
nifios de 0 a 5 afios con cuadro de diarrea aguda detectados en laboratorio
privado del departamento de Petén, durante 2010-2011 (n=334)

Otros sintomas Tasa IC 95%
Si 0.19 14.17 24.51
. No 0.13 5.69 20.69
Voémitos

P value prueba de ji

0.19
cuadrado
Si 0.19 14.05 24.32
. No 0.13 5.83 21.14
Fiebre
P value prueba de ji 0.23

cuadrado

Fuente: instrumento de recoleccién de datos, base de datos en Excel, elaboracién en Epidat 3.1
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Tabla 15. Tasas de prevalencia de Rotavirus e intervalos de confianza por tipo de
alimentacién, segiin la técnica de ELISA (estdndar relativo) en nifios de 0 a 5
afos con cuadro de diarrea aguda detectados en laboratorio privado de
departamento del Petén, durante 2010-2011 (n=334)

Alimentacion Tasa de prevalencia 1C 95%
Materna exclusiva 20.72% 12.73% 28.71%
Artificial exclusiva 17.27% 9.75% 24.79%

Mixta (maternay

. 14.55% 4.32% 24.77%
artificial)
Nin t t
nos €n etapa pos 15.52% 5.34% | 25.70%
lactancia
P value prueba de ji cuadrado 0.31

Fuente: instrumento de recoleccién de datos, base de datos en Excel, elaboracién en Epidat 3.1

La tasa de prevalencia de Rotavirus mas alta se observé en nifios con
alimentacién materna exclusiva.

Tabla 16. Indices de disparidad (OR), intervalos de confianza y valor p,
utilizandola técnica de ELISA (estdndar relativo) para variables seleccionadas en
nifios de 0 a 5 afios con cuadro de diarrea aguda detectados en laboratorio
privado del departamento de Petén, durante 2010-2011 (n=334)

Variables OR I1C95% Valor p
Género masculino 1.327 | 0.75 2.35 > (0.05
Menores de 2 afios 1.817 | 0.81 4.03 > (0.05
Nifios con vomitos 1.579 | 0.79 3.13 > 0.05
Nifos con fiebre 1523 | 0.77 3.02 > (0.05
Lactancia/artificial exclusivas | 1.325 | 0.72 245 > 0.05

Fuente: instrumento de recoleccién de datos, base de datos en Excel, elaboracién en Epidat 3.1
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Como se observa en la tabla anterior, a pesar que todos los OR son mayores
a uno y por ello pueden considerarse factores de riesgo, s6lo lo son en la muestra y
no en la poblaciébn pues sus pruebas de significancia indican que no son
estadisticamente significativos. Ademds los intervalos de confianza del 95%
calculados para cada variable incluyen al 1, lo cual significa que si se repitiera esta
investigacion con el mismo tamafio de muestra y bajo las mismas condiciones, en
el 95 % de los casos podria encontrarse que el OR fuese igual a uno, o sea, que los
factores no aumentan o disminuyen significativamente el riesgo de una prueba

positiva a Rotavirus cuando estan presentes.

C. Evaluacion de la sensibilidad y especificidad de laspruebas diagnésticas

utilizadas

Tabla 17. Tabla de 2x2 para la comparacion de los resultados de la prueba de
Inmunocromatografia versusprueba de ELISA

" Prueba de ELISA
Inmunocromatografia — : Totales
Positivo Negativo
Positivo 54 6 60
Negativo 5 269 274
Totales 59 275 334

Fuente: datos experimentales, calculo en EPIDAT 3.1

En la tabla anterior se observa que hay 6 falsos positivos y 5 falsos negativos.
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Tabla 18. Sensibilidad y especificidad, para la prueba de Inmunocromatografia
con referencia a la técnica de ELISA (estdndar relativo) para deteccion de
Rotavirus en nifios de 0 a 5 afios con cuadro de diarrea aguda detectados en
laboratorio privado del departamento de Petén, durante 2010-2011 (n=334)

Medicién Valor IC (95%)
Sensibilidad 91.53% 83.57% 99.48%
Especificidad 97.82% 95.91% 99.73%
Valor predictivo + 90% 81.58% 98.42%
Valor predictivo - 98.13% 96.33% 99.94%

Fuente: instrumento de recoleccién de datos, base de datos en Excel, elaboracién en Epidat 3.1

Tabla 19. Tabla de 2x2 para la comparacion de los resultados de la prueba Latex
versusla prueba de ELISA

} ELISA
Latex — - Totales
Positivo Negativo
Positivo 40 2 42
Negativo 19 273 292
Totales 59 275 334

Fuente: datos experimentales, calculo en EPIDAT 3.1

En la tabla anterior se observa que hay 2 falsos positivos y 19 falsos negativos, con

lo cual se ve limitada la sensibilidad, que se calcula a continuacion:
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Tabla 20. Sensibilidad y especificidad, para la prueba Ldtex con referencia a la

prueba de ELISA (estdndar relativo) para deteccion de Rotavirus

Medicién Valor IC95%
Sensibilidad 67.8% 55.03% 80.57%
Especificidad 99.27% 98.09% 100%
Valor predictivo + 95.24% 87.61% 100%
Valor predictivo - 93.49% 90.49% 96.49%

Fuente: instrumento de recoleccién de datos, base de datos en Excel, elaboracién en Epidat 3.1

Tabla 21. Concordancia entre las pruebas de Lditexelnmunocromatografia con
referencia a ELISA (estdndar relativo) para deteccion de Rotavirus

Concordancia entre pruebas |Indice Kappa IC 95%
ELISA-Léatex 0.63 0.55a 0.71
ELISA-Inmunocromatografia 0.84 0.78a 0.89

Fuente: instrumento de recoleccion de datos, base de datos en Excel, elaboracion en Epidat 3.1

La tabla anterior muestra un indice Kappa de 0.63 para la prueba de latex, en

relacion a ELISA y 0.84 para la inmunocromatografia, lo cual correlaciona con la
aseveracion de mejor concordancia de la inmunocromatografia. El indice Kappa

correspondiente a la prueba de latex muestra buena concordancia de resultados en

relaciéon a la prueba ELISA; mientras que inmunocromatografia presenta muy

buena concordancia con la técnica de ELISA (Harris y Taylor, 2003).
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio se investigé la prevalencia de Rotavirus en nifios de 0 a 5
afios que presentaron un cuadro de diarrea aguda y acudieron a un laboratorio
privado del departamento del Petén, durante octubre de 2010 a abril 2011. La
muestra que correspondié a 334 nifios, de los cuales el 54% eran hombres y el
restante 46% mujeres, con una edad comprendida entre los 0 y 23 meses (79.3%)
cuya mediana de edad fue de 13 meses y un rango intercuartil (RI) de 15 meses,
que provenian en su mayoria de los municipios de Flores, La Libertad y San Benito
(69.15%), departamento del Petén. En relacion a las variables clinicas se
documenté que los padres o cuidadores refirieron que los nifios presentaron fiebre
y vomitos aunados al cuadro de diarrea aguda en mas del 70% de los casos con
una media de 5+2 dias de evolucién; una mediana de 2 episodios de vomitos (RI =
3) por dia y 4 deposiciones (RI = 2) durante las tltimas 24 horas. La alimentacion
de los nifios referida por padres o cuidadores fue materna exclusiva en el 34% de
los nifios, artificial exclusiva en el 33%, mixta 16% y la correspondiente a los nifios

en etapa post lactancia.

La tasa de prevalencia de Rotavirus en nifios que presentaron un cuadro de
diarrea aguda durante el periodo de octubre de 2010 a abril de 2011 estuvo
comprendida entre 13% a 18% segtn la prueba utilizada, calculdndose una

prevalencia promedio de 16%. Al comparar estas tasas de prevalencia (anexo D,
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tabla anexa 1) con las correspondientes al afio anterior, en un estudio realizado por
Burgos (comunicacién personal), en el que no se habia implementado en la region
una campafa de vacunacion contra Rotavirus, se observé que son evidentemente
menores con una diferencia promedio del 34%. En la tabla 8 se puede observar,
ademas, que no hay independencia estadistica entre la prevalencia general segtin
la prueba realizada con intervalos de confianza que se traslapan entre si. La
prueba de latex presenté una menor prevalencia general, esto debido a que la
prueba presenta menor sensibilidad (67.8%)al compararla con la prueba ELISA

(como estandar relativo).

En la grafica 4 se observa que hubo una tendencia de aumento gradual del
numero de casos de Rotavirus de octubre de 2010 a abril de 2011; al final del
estudio el nimero de casos habia aumentado al doble en relacién al inicio, lo que
concuerda con reportes del MSPAS que informan del aumento del ntimero de
casos entre enero y marzo. En la misma gréfica se observa un pico maximo en
febrero de 2011 con una tasa de prevalencia mayor al 35% mientras las tasas al
inicio y al final fueron similares. Gordillo (2009) indica, que en general, el
Rotavirus, en Guatemala, tiene un comportamiento estacional y coincide con la

etapa fria y seca del afio.

Si bien se tienen suficientes datos sobre la prevalencia de Rotavirus de los

pacientes que consultan el sistema publico de salud, sélo se dispone de pocos
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estudios a nivel privado. Para el afio 2007, la prevalencia reportada a nivel
nacional por el Sistema de Vigilancia Centinela del virus, por medio de los
Hospitales Centinela: Roosevelt, San Juan, Hospital de Infectologia, e Instituto
Guatemalteco de Seguridad Social fue del 42% (CNE, 2008). En este estudio la
prevalencia de Rotavirus en nifios con un cuadro agudo de diarrea, a través de la
técnica ELISA fue de 18%, cifra menor que la reportada por Gordillo M, quien en
1996 report6 una prevalencia del 36% en 150 nifios entre 0 y 5 afios que también

asistieron a una clinica privada en la ciudad de Guatemala usando ELISA.

No hubo diferencia estadisticamente significativa (p > 0.05) para la proporcion
de casos de Rotavirus por edad, género, presencia de fiebre o vomitos, y por tipo
de alimentacioén (ver tablas 12-15). Sin embargo se observé en la muestra de este
estudio tasas de prevalencia de Rotavirus mayores al 20% en varones; en nifios que
provenian de los municipios de Flores, San Andrés, San Benito y San Francisco
(33% segun inmunocromatografia); en nifios con alimentacién materna exclusiva
(tablas 9-11 y 15); yen nifios entre 0-7 meses y 16-23 meses (lo que concuerda con
reporte de Loépez et al. del afio 2007, quienes observaron que en 11 paises

latinoamericanos, el 90% de los casos correspondia a nifios menores de 2 afos).

También se calcularon los indices de disparidad (OR, del inglés Odds ratio)
para aproximarse a la medicién del riesgo con base a variables clinicas y

epidemioldgicas. Los mayores OR se observaron en las siguientes condiciones:
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género masculino (OR = 1.327), nifios menores de 2 afios (OR = 1.817), presencia de
vomitos (OR =1.579), presencia de fiebre (OR = 1.523) y lactancia/artificial
exclusivas (OR = 1.325). Sin embargo ninguno de estos OR result6 estadisticamente
significativo (p > 0.05) segtn la prueba de ji cuadrado. Ademas los intervalos de
confianza calculados para los OR contenian, sin excepcién,al valor 1, lo cual
significa que si se repitiera esta investigaciéon con el mismo tamafio de muestra y
bajo las mismas condiciones, en el 95 % de los casos podria encontrarse que el OR
fuese igual a uno, o sea, que los factores no aumentan o disminuyen
significativamente el riesgo de una prueba positiva a Rotavirus cuando estan
presentes. En el estudio de Velasquez (2006), realizado en el departamento de Alta
Verapaz, se estudiaron diversos factores asociados a Rotavirus, sin embargo al
presentar los resultados a pesar que se identificaron 6 variables que resultaron
estadisticamente significativas, s6lo una de las variables (ser el segundo hijo)
present6 un intervalo de confianza para OR que no incluia al cero, por lo tanto no
se dispone de suficiente evidencia para indicar que estos son factores de riesgo en

la poblacién de la que se extrajo la muestra.

En cuanto a la sensibilidad de las pruebas, inmunocromatografia presenté
mayor sensibilidad que latex (91.53 % contra 67.8 %). Es importante notar que la
prueba de latex tnicamente pudo detectar 40 de 59 enfermos y por tanto, se
presentaron 19 falsos negativos (ver tabla 19); mientras tanto, la prueba de

inmunocromatografia pudo detectar a 54 de 59 enfermos, teniendo tnicamente 5
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falsos negativos (tabla 17). Zuckerman (2009), sin embargo, refiere que para las
pruebas de aglutinacion en latex, la sensibilidad es mayor al 90% y la especificidad,
menor del 99%. Esto tltimo tampoco concuerda con la especificidad de latex, que
en el estudio fue de 99.27 %. La prueba de inmunocromatografia presenté menor
especificidad (97.82 %) que latex, como puede observarse, dio un resultado
negativo a 269 de 275 pacientes sin rotavirus por método ELISA y sélo 6 falsos
positivos. En una investigacion realizada en 1995 en Chile por Rivera y
colaboradores se refiere una sensibilidad de la aglutinacién por latex de sélo el
71%, indicando que la razén es debida a diferentes factores, como la interferencia
de anticuerpos antirotavirus en deposiciones, los cuales estan presentes

tempranamente durante la infecciéon y bloquearian los sitios de reaccién.

Lopez et al. (2007) y Rivera y colaboradores ((1995) consideran que la
aglutinacion de latex requiere de una técnica confirmatoria para evaluar resultados
indeterminados debido a la sensibilidad limitada de este examen. Este estudio se
us6 como estdndar relativo el ensayo de ELISA, por lo tanto se asume para el
calculo de la sensibilidad y especificidad de las pruebas que ELISA posee un 100 %
de sensibilidad y especificidad, y que por consiguiente los valores reportados para
los test de inmunocromatografia y latex podrian ser menores.Sin embargo se sabe
que ELISA, segin Desselberger & Gray, (2009), tiene una sensibilidad del 96 al

100% y una especificidad del 90 al 99% en relacion a la microscopia electrénica.
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En el estudio de Velasquez (1992), la sensibilidad reportada fue 97.1 % (y su
especificidad de 92.8 %) y en el de Gordillo (1996) fue de 88.9% (y una
especificidad de 90.6%). Por otra parte, la prueba utilizada como estdndar de oro
en los estudios de Gordillo (1996), y Veldsquez (1992) fue la microscopia

electrénica.

En cuanto a la concordancia entre los métodos de deteccion en relacion a la
prueba ELISA, segun los indices Kappa calculados, la concordancia entre
inmunocromatografia y ELISA fue muy buena (indice Kappa = 0.84); y entre latex
y ELISA fue buena (indice Kappa = 0.63). La concordancia “buena” para la prueba

de latex se debe a la menor sensibilidad de este método de deteccién de Rotavirus.

Si bien el test de inmunocromatografia reporté valores similares de sensibilidad
a ELISA, se observo que la especificidad es menor que la reportada para latex, y
sobre esta tltima prueba presenté una baja sensibilidad (y en consecuencia, una
concordancia menor a la existente entre inmunocromatografia y latex), por lo que,
a pesar de su bajo costo, no deberia ser utilizada como prueba rapida por su poca
capacidad de deteccion. Farifia y colaboradores (2008), indican que la
inmunocromatografia es un método mdas recomendable que latex para el
diagnostico rapido de Rotavirus debido a su mayor sensibilidad que se ha

documentado en diversos trabajos.
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X. CONCLUSIONES

. La tasa de prevalencia de Rotavirus en nifios de 0 a 5 afios que presentaron

un cuadro agudo de diarrea durante el periodo de octubre de 2010 a abril de

2011 fue de 18 % utilizando la prueba ELISA (IC 95% =13.43% a 21.90%).

. No se observé diferencia estadisticamente significativa para la proporcién
de casos de Rotavirus en funcion de la edad (p = 0.14), el género (p = 0.23), la
presencia de vomitos (p = 0.19) y/o fiebre (p = 0.23), y el tipo de

alimentacién (p = 0.31).

. Se observaron en la muestra de este estudio tasas de prevalencia de
Rotavirus mayores al 20% en varones; en nifios entre 0-7 meses y 16-23
meses; en nifios que provenian de los municipios de Flores, San Andrés, San

Benito y San Francisco; y en nifios con alimentacién materna exclusiva.

. La mayor tasa de prevalencia durante el tiempo que duré el estudio se

report6 para febrero de 2011 (35%).

. Ninguna de las variables estudiadas pudo considerarse como factor de

riesgo o factor protector estadisticamente significativos (p > 0.05).
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6. La prueba de inmunocromatografia presenté mejor desempefio que
aglutinacion por latex en relacion a la sensibilidady ambas pruebas
presentaron valores altos de especificidad en relacién al ensayo ELISA,
como estandar relativo.La prueba de inmunocromatografia present6 una
sensibilidad de 91.53% y su especificidad fue de 97.82%, mientras que los
valores para aglutinacion por latex fueron de 67.8% y 99.27%

respectivamente.

7. La prueba de aglutinacion por latex tuvo menos del 70% de sensibilidad y
dio 19 falsos negativos (detecté inicamente a 40 de 59 enfermos detectados

por ELISA).

8. Segun los indices Kappa calculados, la concordancia entre las pruebas de
inmunocromatografia y ELISA fue muy buena (indice Kappa = 0.84); y entre

latex y ELISA fue buena (indice Kappa = 0.63).



95

XI. RECOMENDACIONES

Promover el uso de la prueba de inmunocromatografia para la deteccion del
Rotavirus en muestras frescas de heces en lugares que no retinen las condiciones

adecuadas para realizar andlisis por técnica ELISA.

Hacer llegar los resultados de este estudio al Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social para que cuenten con mas datos que permitan calcular mejor la
carga total de la enfermedad y que sirvan como un posible indicador de la

efectividad de las campafias de vacunacion realizadas.
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XIII. ANEXOS

A. Ficha de investigacion de caso de diarrea por Rotavirus

ESTUDIO SOBRE LA PREVALENCIA DE ROTAVIRUS EN
NINOS DEL DEPARTAMENTO DE PETEN

Fecha No. del paciente
Nombre del paciente

Fecha de nacimiento / /
Edad

Sexo: Masculino Femenino

Direccion (calle, avenida, aldea, caserio, finca, km, municipio)

Lactancia: Materna exclusiva Artificial Mixta Alimentacion
variada

Datos clinicos

Fiebre: Si No Se desconoce

Voémito: Si Nuamero en las tultimas 24 horas No Se desconoce
Fecha de inicio dela diarrea: __/_/_ No. de episodios en las tltimas 24
horas

Datos de laboratorio

Caracteristicas de las heces:
Liquidas Semiliquidas Sanguinolentas Otra

Fecha de la llegada al laboratorio de referencia: Fecha del resultado:

(Positivo para Rotavirus?  No Si para:
Elisa Latex Cromatografia
Clasificacién final:

Confirmado Descartado

Responsable de la informacion:
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B. Consentimiento Informado

ESTUDIO SOBRE LA PREVALENCIA DE ROTAVIRUS EN
NINOS DEL DEPARTAMENTO DE PETEN

Formulario de Consentimiento

La Universidad de San Carlos de Guatemala (USAC), a través dela
estudiantePatricia Eugenia Alvarez Laguardia de Burgos, de lacarrera de Quimica
Biologica, esta llevando a cabo un estudio sobre la frecuencia de Rotavirus en nifios
que padecen de diarrea aguda, que consultan clinicas médicas privadas. Las
personas que asi lo deseen podran participar en el estudio yse garantiza
salvaguardar la confidencialidad y privacidad de la informacién obtenida,ya que
en ningdn momento se utilizard el nombre de la persona en los informes del
estudioy la papeleria se guardaré estrictamente.

Al finalizar el estudio, los resultados obtenidos se entregardn al personal médico
que refiri6 a este laboratorio clinico, quienes le dardn a conocer su resultado y
tomaran las acciones médicasnecesarias, lo cual sera de su beneficio.

Yo, , estoy de acuerdo en que mi hijo (o nifio
a mi cargo) participe en esteestudio. Entiendo que se me hardn algunas preguntas
para tratar de determinar algunosindicios epidemiolégicos, las cuales responderé
libremente y también se utilizard lainformacién del laboratorio sobre las muestras
de heces de mi hijo.

Sé que la participacion en este estudio es completamente voluntaria yconfidencial
y que estoy en libertad de no participar o retirarme en cualquier momentoque yo
lo desee. Si tuviera alguna duda con respecto al estudio, estoy en la libertad
dediscutirlas con el investigador responsable este laboratorio, quien estara
disponible mientras dure el proyecto. Ademés, el investigador me ha explicado
que participar en este estudio no representa ningtn riesgo para la salud de mi hijo
(o nifio a mi cargo)

Paciente:

Firma:

Fecha:

C. Tlustraciones
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Figura 6. Estructura del Rotavirus, corte transversal

El virus

Capside media
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Representacion Esquematica de Virion Rotavirus

Fuente: (Lopez, Céceres, & Lopez, 2007, pag. 46)

Figura 7. Micrografia electrénica de particulas de Rotavirus en una
suspension fecal de un infante con diarrea aguda.

Fuente: (Desselberéer & Gray, 200, f)ég. 538)

Figura 8. Vellosidades del intestino normales y alteradas por Rotavirus



Normal

Anormal

Fuente: (OPS, 2002, pag. 7)
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D. Estudio realizado por Jorge Burgos (comunicacién personal) en 2009 para
determinar las tasas de prevalencia de rotavirus en nifios de 0 a 5 afios con
cuadro de diarrea aguda que acudieron a un laboratorio privado del
departamento del Petén.

Tabla anexa 1. Comparacion de las tasas de prevalencia de Rotavirus en
nifios de 0 a 5 afios con cuadro de diarrea aguda que acudieron a un
laboratorio privado del departamento del Petén, durante 2010-2011

Tasa de prevalencia
Prueba utilizada
2009* 2010-2011%**
(n = 249) (n=334)

ELISA 55.00% 18.00%
Latex 42.00% 13.00%
inmunocromatografia 55.00% 18.00%
Promedio de prevalencias 50.67% 16.33%
Diferencia promedio 34.33%

Fuente: * Datos del estudio de Burgos de 2009;
** Datos del presente estudio



108

E. Calculo de tamafio de muestra en Epidat 3.1

Tamafios de muestra y precisidn para estimacidn de una proporcidn
poblacional

Proporcién esperada: 50.0%*
Nivel de confianza: 95.0%

Efecto de disefio: 1.0
Precisién (%) Tamafio de muestra
6.000 267

* La proporcidén utilizada para calcular el tamafio de muestra de
este estudio se basdé6 en la tasa de prevalencia calculada en un
trabajo 1inédito de Burgos del afio 2009 (Tasa de prevalencia =
50.6%) .
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