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RESUMEN

Se realiz6 un estudio descriptivo de corte transversal en nifios < 5 afios con
diarrea aguda, atendidos en el Hospital victoria Motta de la cuidad de Jinotega
entre Abril y Junio del 2010, con el objetivo de determinar la frecuencia de
Rotavirus (RoV) y caracterizar mediante analisis genéticos las cepas circulantes.
Un total de 107 muestras diarreicas fueron examinadas mediante ELISA
(Proscpect), para investigar la presencia de antigenos de rotavirus. Los resultados
revelan una prevalencia del 17% (18/107), los nifios en edades = 24 meses fueron
los mas afectados con 24%, seguido por los nifios en edades 7-12 meses con
19% y 13 - 23 meses con 17%. Los nifios < 6 meses fueron menos afectados con
5 %. Las caracteristicas clinicas predominantes en los nifios positivos a RoV
fueron diarrea liquida (89%), vomito (83%) y mas de 8 deposiciones en las ultimas
24 horas (44%). La mayoria (67%) de los infectados tenian deshidratacion severa
y requirieron rehidratacion por via intravenosa (plan C). De los 18 pacientes RoV-
positivos, 8 habian completado el esquema de vacunaciéon (3 dosis), 4 tenian 2
dosis y 6 no tenian datos de inmunizacion. Para investigar si el genotipo de RoV
circulando en la poblacién estudiada era diferente a los genotipos presentes en la
vacuna (G1, G2, G3, G4 y P[8]) se seleccionaron de forma aleatoria un total de 7
muestras, los resultados indican que todas las muestras analizadas pertenecen al
genotipo G1. Los andlisis de los genotipos P, revelan que todas las 7 muestras
fueron negativas a los genotipos predominantes a nivel mundial (P[4], P[6], P[8] y
P[9]). Este estudio revela que los nifios inmunizados con la vacuna anti-rotavirus
pueden ser susceptibles a las infecciones con cepas de rotavirus ausentes en la

vacuna.
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INTRODUCCION

La enfermedad diarreica aguda es uno de los principales problemas de salud en
Nicaragua, siendo la infecciobn con Rotavirus (RoV) la causa mas importante de
diarrea severa'. En estudios realizados en algunos paises tal como en El
Salvador, se estimd que la proporcion de hospitalizacion de nifios menores de 5
afios por rotavirus es 1:56 y la mortalidad de 1:5312.

El pico de incidencia de la infeccion por RoV ocurre entre los 6 y 24 meses de
edad, siendo este grupo etario el de mayor riesgo de sufrir diarrea severa y
hospitalizacion. La diarrea por RoV ocurre principalmente durante los meses otofio
e invierno en los paises de clima templado, pero en Nicaragua esta ocurre en los

meses de verano, con el pico de incidencia entre Enero y Abril.*

La sintomatologia tipica de la infeccion por RoV es diarrea severa (mas de 8
evacuaciones al dia) acompafada de vémito y puede, o no, cursar con fiebre
(37.8°C -39°C). La diarrea por RoV es autolimitada, con una duracion promedio de
aproximadamente 5 dias. La gran mortalidad asociada a esta enfermedad es
debida a la deshidratacibn severa que provoca la infeccién, por tanto, la
recomendacion principal en este padecimiento es la de rehidratar y mantener el

balance electrolitico del paciente.*

La infeccion con RoV puede ser producida por cualquiera de los 4 principales
serotipos (G1P [8]), G2P [4], G3P [8] y G4P [6], pero el de mayor prevalencia a
nivel global es el serotipo 1 (G1P [8]).°

El aumento subito de los casos de diarrea puede estar asociado con introduccion
de un nuevo patdgeno, cambios genéticos en las cepas endémicas o condiciones

higiénicas-sanitarias deficientes.”



Dado que la infeccion por rotavirus tiene un fuerte impacto en la salud de la
poblacion infantil, diversos esfuerzos se han realizado para desarrollar una vacuna
segura y eficaz. La primera vacuna comercializada en Estados Unidos fue
Rotashield, la cual tenia buena eficacia, pero resultdé poco segura al utilizarse en
los paises en desarrollo por su asociacidon con el incremento de casos de

invaginacion en nifios vacunados.®

Actualmente hay dos vacunas en el mercado, ambas son administradas de forma
oral. Rotarix es una vacuna monovalente (G1P[8]), atenuada por sucesivos pases
celulares, de una cepa de rotavirus aislada de un nifio con diarrea. En contraste,
RotaTeq, es una vacuna polivalente (G1, G2, G3, G4 y P[8]) obtenida por
recombinacién genética de RoV de una cepa de origen bovino y varias cepas de
origen humano. Esta vacuna es la que se administra en el esquema de

vacunacion de Nicaragua.’

Ambas vacunas demostraron seguridad y eficacia en los ensayos clinico. Sin
embargo, se sugiere que la presion inmunolégica producida por estas vacunas
dard lugar a la seleccién de aquellas cepas para las cuales la vacuna es menos
eficaz. Ademas la velocidad de mutacién de los RoV es alta (9 x 107), y la
acumulacion de mutaciones puede dar lugar a variantes genéticas que escapan a

la inmunidad producida por las vacunas.

Con este estudio pretendemos conocer la frecuencia de RoV y reconocer si existe
alguna cepa resistente a la vacuna que administra el programa nacional de

inmunizacion en nifios < 5 anos en Jinotega.



ANTECEDENTES

En Nicaragua por lo regular en los meses de Enero-Marzo se han registrado las
mayores epidemias de RoV *®. Por ejemplo, entre Febrero y Abril de 2005 se
observd un incremento subito de consultas por diarrea y dejo como resultado 52

muertes, el patégeno identificado durante ese brote fue RoV G4P[8] mutante.’

Antes del 2006, RoV causaba numerosas muertes y cada afio era el principal

responsable de las hospitalizaciones de nifios < de 5 afios con diarrea aguda.®

Desde la introduccion de la vacuna anti-RoV, en el esquema de vacunacion de
Nicaragua en el 2006, se ha producido una reduccion sustancial de las muertes
infantiles por enfermedades diarreicas agudas. Segun datos del MINSA la
cobertura de la vacuna anti-RoV es 85%.°

La reduccion de la mortalidad general para el 2008 fue practicamente del 36% en
comparacion al 2005. En el menor de 1 afio la reduccion fue del 27% y 1- 4 afos
la reduccién fue del 44.8%.°



PROBLEMA

¢,Cual es la frecuencia de Rotavirus en nifios menores de 5 afios con diarrea

aguda, que son atendidos en el Hospital Victoria Motta de la ciudad de Jinotega?



JUSTIFICACION.

Aungue se ha reducido los casos de infeccion por RoV desde la introduccion de la
vacuna en el 2006, se necesita una vigilancia continua para comprender mejor el
impacto de la vacuna sobre la ecologia viral. Durante la introducciéon de una cepa
vacunal en una comunidad pueden emerger cepas resistentes a la inmunidad

producida por la vacuna debido a los mecanismos de evolucion de estos virus.



OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la frecuencia y tipificar Rotavirus en nifios menores de 5 afios con
diarrea aguda, que son atendidos en el Hospital Victoria Motta de la ciudad de
Jinotega; 2010.

Objetivos Especificos

e Describir caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de la poblacion en

estudio.

e Determinar la frecuencia de Rotavirus en la poblacion en estudio.

¢ Identificar los genotipos de Rotavirus en las cepas circulantes.



MARCO TEORICO

Los rotavirus (del latin. rota: rueda) tienen una apariencia caracteristica parecido a
una rueda, cuando es visualizado mediante microscopio electronica*. Los RoV

humanos fueron inicialmente descritos por Ruth Bishop en 1973 en Australia?.

ESTRUCTURA Y CLASIFICACION:

El género RoV pertenece a la familia Reoviridae, miden alrededor de 70 nm
carecen de envoltura y estan cubiertos por una doble capside. EI genoma viral
consiste en 11 segmentos de acido ribonucleico (ARN) de doble cadena que
codifica proteinas estructurales y no estructurales respectivamente. Los RoV se
dividen en siete grupos (A-G) basandose en las propiedades antigénicas de la
proteina VP6. Estos grupos, a su vez, se dividen en subgrupos y serotipos segun
las proteinas VP4 (serotipo P) y VP7 (serotipo G). Los grupos A, B y C son
patdgenos humanos, siendo el grupo A, el causante de casi todos los brotes de
diarrea asociada a RoV, tanto en los paises desarrollados como en los paises en

desarrollo*>*4,
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http://es.wikipedia.org/wiki/Lat%C3%ADn

En la capa mas externa se encuentran las proteinas VP4 y VP7 que tienen
actividad neutralizante y definen la clasificacion binaria de los RoV del grupo A en
serotipos y genotipos. Hasta el presente se han determinado 16 serotipos G (por
glicoproteina) y 27 genotipos P (por proteasa), de los cuales 11 genotipos G y 12

genotipos P son humanos.>*®

TRANSMISION

La transmision de los RoV es de tipo fecal-oral, pero las vias respiratorias podrian
estar también involucradas, como ocurre con el virus de influenza y del
sarampion®®’. La posibilidad de transmisién por el aire es cada vez mas factible®.
La manera mas comun de contagio es de persona a persona, pero también se
transmite a través de alimentos u objetos contaminados, y a través de pequefias

gotas transmitidas por el aire, por vomitos o fémites.*

Este virus es muy estable en el ambiente, pudiendo sobrevivir por largos periodos
de tiempo sobre superficies de objetos contaminados. El periodo de incubacion en
general es de 24 - 48 horas. La dosis infectante se presume que es de 10 - 100
particulas virales infecciosas. Una persona con RoV excreta una gran cantidad de

particulas virales: en el orden de (108-10% particulas infecciosas /ml de heces).*®

MANIFESTACIONES CLINICAS

La infeccion por RoV se manifiesta después de una incubacion inferior a 48 horas
y se mantiene durante un periodo de tiempo entre 3 y 8 dias, las dos
caracteristicas que se muestran durante la infeccion son los vdémitos
acompafados por las diarreas. El vOmito aparece como primer sintoma
acompafado de un estado febril ligero; éstos van cediendo durante las 24 horas
siguientes de la enfermedad, la diarrea aparece como segundo sintoma y puede
durar entre 5y 7 dias. Pueden aparecer otros sintomas como dolores abdominales
y sintomas respiratorios. Las heces no tienen sangre ni leucocitos. Puede
producirse una deshidratacion que progresa con rapidez sobre todo en los

lactantes.®



PATOGENESIS

La replicacion de RoV tiene lugar en el citoplasma de las células epiteliales de las
vellosidades del intestino delgado y la porcion més afectada es el yeyuno, aunque
puede extenderse a través de la mucosa intestinal sin afectar el colon.?® %

Los enterocitos de la parte superior de las vellosidades son células diferenciales
que tienen funciones tanto digestivas como de hidrélisis de los disacaridos, y
funciones de absorcion como el transporte de agua y electrolitos mediante los

cotransportadores glucosa y aminoacidos.*?

La infeccion viral selectiva de estas células conduce a la lisis de ellas y su
contenido se excreta junto con las particulas de virus en las heces fecales para
producir un desequilibrio en la relacion entre absorcion y secrecion del liquido

intestinal, malabsorcién de carbohidratos complejos sobre todo lactosa®.

Los enterocitos de la cripta madura son reemplazados por las células de la cripta
secretoria, las cuales son células indiferenciadas que no poseen ribete en cepillo
de enzimas hidroliticas y que ejercen una secrecion neta de agua y electrélitos,
por lo que se reducen los niveles de sodio y potasio intracelularmente por pérdida
de la actividad de la adenosintrifosfatasa y del transporte de sodio acoplado a la
glucosa. Estos niveles retornan a la normalidad después de 4 a 8 semanas a

partir de la infeccién.?

También, recientemente, se han identificado otros mecanismos de patogenicidad
del RoV que son la actividad citotoxica de la proteina no estructural NSP4 que se
produce en la fase inicial del ciclo de replicacion viral y la activacion del sistema
nervioso entérico (SNE) ?*. Ambos mecanismos producen una diarrea sin producir
alguna alteracion histopatoldgica. En el primer mecanismo, la enterotoxina (NSP4)

altera la homeostasis del calcio, ocasionando un aumento del calcio



intracitoplasmatico que activa los canales de cloro, y aumenta la secrecion de
cloro, acompafiado por agua, a la luz intestinal ?°. En el segundo mecanismo, el
SNE que controla los movimientos del intestino y la absorcion y secrecion de

liquidos, produce una diarrea secretora cuando es estimulado por el virus %*.

INMUNIDAD

Los RoV producen una infeccién local que afecta principalmente las células
maduras de las vellosidades intestinales. El periodo de incubacién (1-3 dias) es
relativamente corto por lo que induce una inmunidad parcial y poco duradera. Este
tipo de infeccién es similar a la producida por los virus respiratorios y contrasta con
la inmunidad producida por los virus sistémicos, como el polio, rubéola, varicela y
sarampion, que tienen un periodo de incubacién mas largo (7-14 dias), y producen
una inmunidad que dura toda la vida %. La inmunidad de la mucosa constituye una
defensa muy importante en las infecciones intestinales producida por el RoV 2%’
La infeccidn comienza con la union de los RoV a receptores especificos en las
células epiteliales. Luego los virus se replican y hacen contacto con las células M
que los transportan a las Placas de Peyer donde son presentados por los
macréfagos, las células B y otras células presentadoras de antigenos (células
dendriticas) a las células virgenes (Th0). Después de haber sido activadas estas
células (Th2), ellas inician la expansion clonal de las células B virus especificas y
de las células precursoras de los linfocitos T citotéxicos (LTCp) . Las células B
virus especificas y las LCTp penetran los nédulos linfaticos, llegan al sistema
circulatorio via el ducto toraxico para luego regresar al lugar de origen donde
fueron estimulados o a sitios asociados a respuesta efectora en la lamina propia
del intestino. Se sabe que este regreso a lamina propia es selectivo y mediado por
receptores en los linfocitos T (integrinas) y en células endoteliales (glicoproteina)
%8 En esta zona, tanto la secrecién de IgA por las células B diferenciadas (células
plasmaticas) como la diferenciacion de las LCTp en linfocitos T citotoxicos CD8
efectores son inducidas por citocinas®. Las citocinas que inducen la secrecion de
IgA especifica por las células plasmaticas son las interleucinas (IL-4, IL-5 y IL-6).
10



La diferenciacion de las células B virus especificas en células IgA secretoras (IgA-
s) es un proceso que toma de 3 - 5 dias después del periodo de incubacién %°. La
IgA dimérica se ubica en la superficie baso lateral de la vellosidad, adquiere la
fraccion secretora en el citoplasma y es excretada al lumen intestinal. El
mecanismo por el cual la IgA elimina al virus es mediante su union con el antigeno
VP4 (interferencia conformacional) bloqueando la union del virus a los receptores
celulares y, por ende, su entrada a la célula. También se ha postulado que la IgA

% El interferon y la interleucina IL-2 son las

puede actuar intracelularmente
citocinas que promueven la maduracion de los CTLp a CTL efectores. La CTL
especificas y efectoras residen en la vellosidad intestinal mientras que las células
B especificas y las CTLp permanecen en la lamina propia. Asi que, mientras las
Placas de Peyer son el principal lugar para la induccion de la respuesta inmune, la
lamina propia es el principal lugar para la maduracion de las células especificas

transformandose en efectoras.?®
MECANISMO DE EVOLUCION

Los mecanismos de evoluciéon del RoV involucrado son: Re-arreglo genético,

recombinaciones o mutaciones puntuales.

La naturaleza segmentada del genoma de RoV ha constituido la base fundamental
para el estudio de las propiedades moleculares de las proteinas virales, su
caracterizacion y sus funciones.?® También constituye la base del mecanismo mas
comun de evolucion del RoV, denominado rearreglo genético (intercambio de
genes entre cepas) y es la base para el desarrollo de la primera vacuna que ha
salido al mercado (Rotashield) y de otras en desarrollo® 3,

El genoma evoluciona ya sea por mutacion puntual o por reorganizacion de los
segmentos entre diferentes cepas. Este Ultimo mecanismo consiste en el
intercambio de segmentos genomicos entre dos cepas al infectar una misma
célula, los virus resultantes podria entonces contener segmentos derivados de

ambas cepas parentales”.
11



VACUNAS

Rotarix es una vacuna monovalente (G1P1 [8]), obtenida por atenuacion mediante
pases celulares sucesivos de una cepa de origen humano. Esta cepa fue aislada
de un nifio con diarrea en Cincinnati — Estados Unidos. La vacunacion con esta
cepa simula la infeccion natural, que induce proteccién contra la diarrea grave en
ulteriores infecciones, tanto por la misma cepa (homotipica) como por cepas
distintas (heterotipica), por que comparte epitopes neutralizantes contra la
mayoria de los RoV humanos aislados en pacientes con gastroenteritis severa por
RoV.’

Esta vacuna se administra por via oral (1 ml), en 2 dosis comenzando a las 6
semanas de edad, debiendo respetarse un intervalo de 4 semanas entre las dosis.
El esquema de vacunacién debe haberse completado a las 24 semanas de edad.’
Es una vacuna liofilizada que se almacena a 2 - 8° C, y se reconstituye con buffer
de Carbonato de calcio. Tiene replicacion intestinal y el virus se elimina en la
materia fecal del 15 y el 50% de los nifios vacunados, durante aproximadamente 7

dias.’

RotaTeq es una vacuna pentavalente (G1, G2, G3, G4 y P1 [8]) obtenida por
recombinacién genética de RoV de una cepa de origen bovino y varias cepas
humanas. La vacuna proporciona proteccién homotipica contra cada una de las

cepas humanas incluidas en ella. G1, G2, G3, G4, y P 1 [8] *?

Se administra por via oral, en 3 dosis a partir del primer mes de vida con 1 0 2
meses de intervalos, no necesita ser reconstituida, contiene un buffer liquido para
neutralizar la acidez estomacal. Se presenta en estado liquido y se almacena en

temperaturas de 2 a 8° C.*

Todos los serotipos son un “reasociado” de genes humanos - bovinos (WC3), no
tiene replicacion intestinal, habiéndose observado eliminacion por materia fecal en
el 9% de los vacunados con la primera dosis, siendo despreciable con las dosis
posteriores>?.

12



DISENO METODOLOGICO

Tipo de Estudio: Descriptivo de corte transversal.

Area de Estudio: El estudio se realiz6 en Jinotega, ubicado a 168 km de la ciudad
capital, Managua. El departamento cuenta con una poblacion aproximada de
331,000 habitantes de los cuales 41,134 viven en el casco urbano de la ciudad, el
11% son nifios < 5 afios, tiene una extension total de 1,119.00 km2 vy una altitud
de la cabecera municipal 1,003.87 metros sobre el nivel del mar, una temperatura
media: 18 - 32°C.*

.\
-4
&
<

2

Jinotega

Lugar de Estudio: El hospital Victoria Motta, brinda atencion médica en las areas
de Emergencia, Ginecologia, Labor y Parto, Cirugia, Medicina Interna, Pediatria,
Neonato, Ortopedia, Consulta Externa, Odontologia, Farmacia, Laboratorio
Clinico. Cuenta con un personal médico de 55 recursos, 48 enfermeras, 10
técnicos de laboratorio y 8 farmacéuticos. Cuenta con un total de 248 camas

disponibles para la poblacion asignada.

13



Muestra: Estuvo constituida por 107 nifios < 5 afios atendidos con diarrea aguda.
Muestreo: No probabilistico por conveniencia.

Fuente de informacion: Primaria, obtenida mediante entrevista a los padres de

los nifios, los registros médicos y datos de laboratorio;(Anexo 1).
Criterios de inclusion:

e Pacientes <5 afos.

e Nifios que asistieron al Hospital Victoria Motta, por presentar diarrea y
deshidratacion clasificada en A,B 6 C.

¢ Nifios cuyos padres o responsables estuvieron de acuerdo en que sus hijos
formaran parte del estudio.

Criterios de exclusion:

¢ Nifos 2 5 anos.
e Los nifios cuyos padres no permitieron que fueran parte del estudio.
¢ Nifios que asistieron al hospital los dias domingos, y dias de semana

después de las 6 pm hasta 6 am.

Recoleccidon de lainformacion:

Una vez que fueron identificados los pacientes que cumplian con los criterios de
inclusién, se les explico a los padres o responsables los objetivos del estudio y la
forma de recoleccion de la muestra; igualmente se solicito que firmaran el

consentimiento informado (Anexo 2).

Posteriormente a través de la entrevista directa se procedié a llenar la ficha
previamente elaborada, conteniendo datos generales, clinicos, epidemiolégicos,

manejo de deshidratacion, asi como también del expediente del paciente.

14



Recoleccion de la muestra:

A cada paciente se le recolecto de 5 a 10 ml de heces, en frasco plasticos
estériles, debidamente identificados con el nombre, fecha de la toma de muestra.
Las deposiciones de caracteristicas meramente liquidas fueron recolectadas con
pafales descartables y gasas estériles, las cuales se depositaron en frascos

estériles, una vez obtenida la muestra.

Las muestras se recolectaron diariamente de lunes a sabado de las 6 am a las 6
pm, y fueron guardadas a -20°C, hasta su posterior traslado cada 15 dias. Las
muestras fueron transportadas en termos provistos de refrigerantes a T° de 4°C,
para asegurar la calidad de la muestra, hacia el laboratorio del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la facultad de Ciencias Medicas, complejo
docente de la salud (Campus Medico) donde fueron procesadas para su

respectivo analisis.
Procesamiento de las muestras:

Las muestras de heces fueron diluidas 1/10 (vol/vol) en PBS. A partir de esta
dilucion se realizé la deteccion de antigenos para RoV.

Método de deteccion para Rotavirus:

En resumen, se colocaron 100 ul de muestra diluida por pocillo, los pocillos
estaban sensibilizados con anticuerpos anti-rotavirus, posteriormente se afiadié
100 ul de conjugado a cada pocillo. Después de 1 hora de incubacion a 25°C, se
hicieron 6 lavados, luego se afiadié 100 ul de sustrato a cada pocillo y se incubo
nuevamente a 25°C por 10 minutos. La lectura se hizo a 450 nm. Una muestra es
considerada positiva cuando la lectura de absorbancia es superior al valor de corte
(absorbancia del control negativo mas 0.1). En cada analisis se colocd un control

positivo y control negativo. (Anexo 3)
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Caracterizacion Molecular:

Extraccion del ARN. Se extrajo ARN Viral de las suspensiones de heces
siguiendo las instrucciones del fabricante, del kit QlAamp ARN viral Mini Kit de
(QIAGEN, Hilden, Alemania). Un total de 60 ul del dsRNA viral se recogio y se

almaceno a -20°C hasta que se realiz6 la Transcripcion reversa. (Anexo 4)

Transcripcion Reversa (RT); Un total de 28 ul de dsRNA se mezclo con 50 pmol
del hexadeoxynucleotid [pd(N)6]. Esta mezcla se desnaturalizo a 97°C durante 5
minutos, y rapidamente se enfrié en hielo durante 2 minutos, se adiciono una RT-
PCR bead (de cuentas Amersham Biosciences, Reino Unido). La RT se llevo a
cabo durante 30 minutos a 42°C para producir el cDNA que se utilizo para la

genaotipificacion. (Anexo 5)

G y P multiplex genotyping. Los genotipos G1, G2, G3. G4 y G9 fueron
investigados siguiendo una modificacion del método descrito por Gouvea et al.
1990.%* Los genotipos P [4], P [6], P [8] y f P [9] ffueron investigados siguiendo una
modificacién del método descrito Gentsch et al 1992 (Anexo 5)

Analisis de resultados.

Se realizé una base de datos en el programa SPSS version 14.0. Los datos fueron
procesados y analizados en el mismo programa, calculando % y frecuencia, la
correlacion entre variables se realizo utilizando tablas de 2 x 2, el OR se calculd

manualmente.
Confidencialidad

Toda informacion obtenida de los participantes fue confidencial. Las identidades
individuales no fueron utilizadas. Cada participante tuvo una identificacion Unica y
todas las muestras fueron marcadas con un codigo Unico. Solamente los autores
del estudio tuvieron acceso a esta informacion, la cual fue almacenada en
computadoras que permanecen en la oficina del coordinador del estudio en el

departamento de microbiologia.
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RESULTADOS

Caracteristicas Epidemioldgicas. La prevalencia de RoV en nifios < 5 afios con
diarrea aguda que asistieron al Hospital Victoria Motta de Jinotega, entre Abril y
Junio del 2010 fue del 17%. Los nifios en edades = 24 meses fueron los mas
afectados con 24% (OR = 1.75), seqguido por los nifios en edades 7-12 meses con
19% y 13 - 23 meses con 17%. Los nifios < 6 meses fueron menos afectados con
5 %. No se observaron diferencias significativas entre la presencia de RoV y el
sexo o la procedencia. La mayoria de los nifios investigados que fueron positivos a
RoV eran del municipio de Jinotega (89%), de los municipios restantes, se
encontraron casos positivos en Wiwili y Yali. La mayoria de los nifios (63%)
recibian lactancia materna y, el mayor porcentaje de RoV-positivo se observo en
los no lactantes con 21% . (Tabla. No.1)

Tabla No. 1. Caracteristicas epidemiologicas de los pacientes infectados con
Rotavirus, en el Hospital Victoria Motta de Jinotega, entre Abril y Junio del 2010.
(n=107)

Variable No. RoV-positivos Odds Ratio P value
Sexo
Femenino 46 8(17%) 1.07 0.44
Masculino 61 10(16%) 0.93 0.8913
Procedencia
Rural 56 10(18%) 1.16 0.7643
Urbano 51 8(16%) 0.85 0.7643
Edad en Meses
0-6 19 1(5%) 0.23 0.2425
7-12 32 6(19%) 1.21 0.7277
13-23 35 6(17%) 1.03 0.9507
>24 21 5(24%) 1.75 0.3397
Lactancia Materna*
No 38 8(21%) 1.9 0.2377
Si 65 8(12%) 0.52 0.2377

*En 4 casos no se obtuvo informacion sobre lactancia materna
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Caracteristicas Clinicas. En relacion a las caracteristicas clinicas se observo que
los pacientes RoV-positivos tenian una mayor tendencia al vomito, en
comparacion a los pacientes RoV-negativo (OR = 3.67). Sin embargo las nauseas
fueron mas comun en los pacientes RoV-negativos. No se observaron diferencias
en relacion a fiebre, pérdida de apetito y calambre abdominal entre pacientes RoV-
positivos y RoV-negativos. En relacion al plan de rehidratacion se observa que la
mayoria de los RoV-positivos se clasificaron en plan C (67%), mientras que la
mayoria los RoV-negativos, se clasificaron en plan B (67%). El analisis de OR
revela una mayor tendencia a la severidad en los pacientes RoV-positivos (OR =
6.06). (Tabla No.2) De los 18 pacientes RoV-positivos, 8 habian completado el
esquema de vacunaciéon (3 dosis), 4 tenian 2 dosis y 6 no tenian datos de

inmunizacion. (Tabla No.3)

Tabla No. 2. Caracteristicas Clinicas de los nifios con Rotavirus, en el Hospital
Victoria Motta de Jinotega, entre Abril y Junio del 2010. (n=107)

Variable RoV-positivo RoV-negativo Odds P value
(n=18) (n=89) Ratio
Signos y Sintomas
Nauseas 3 (17%) 27 (30%) 0.45 0.2396
Vomito 16 (83%) 61 (68%) 3.67 0.0796
Fiebre 13 (72%) 72 (81%) 0.61  0.4061
Perdida de apetito 8 (44%) 45 (50%) 0.78 0.6359
Calambre abdominal 5 (28%) 19 (21%) 1.41  00.5509
Distencién abdominal 5 (28%) 10 (11%) 3.03 0.0652
Plan de Rehidratacion
A 2 (11%) 7 (8%) 1.46  0.6509
B 4 (22%) 60 (67%) 0.13  0.0003
C 12 (67%) 22 (25%) 6.06  0.0004
No. Evacuaciones en las
altimas 24 h.
0-3 3 (17%) 12 (13%) 1.28  0.7227
4-7 7 (39%) 43 (49%) 0.68  0.4648
>8 8 (44%) 34 (38%) 1.29  0.6209
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Tabla No.3. Frecuencia de gastroenteritis por Rotavirus en nifios que han recibido
la vacuna anti-RoV

Estado de inmunizacion No. De Casos RoV-positivo (%)
0 Dosis 7 2 (29)
1 dosis 6 0 (0)
2 dosis 24 4 (17)
3 dosis 58 8 (14)
Sin datos* 12 4 (33)
Total 107 18 (17)

*No presento tarjeta de vacunacion

Caracterizacion Molecular. Para investigar si el genotipo de RoV circulando en la
poblacién estudiada era diferente a los genotipos presentes en la vacuna (G1, G2,
G3, G4 y P [8]) se seleccionaron de forma aleatoria un total de 7 muestras, las
cuales fueron analizadas mediante el RT-PCR descrito por Gouvea, que permite la
identificacion simultanea de los genotipos G1, G2, G3, G4 y G9. Los resultados
indican que todas las muestras analizadas pertenecen al genotipo G1 (Fig. 1,
panel A). Los andlisis para identificar los genotipos P, revelaron que todas las
muestras fueron negativas para los genotipos P[4], P[6], P[8] y P[9]. Sin
embargo, todas las muestras presentan el gen VP4 cuando se analiza con primers
genéricos indicando que el genotipo P en esas muestras es diferente a los

investigados en este estudio (Fig. 1, panel B).

Figura 1. Panel A, identificacién de G1 en nifios RoV-positivos. Panel B, identificacion del
gen VP4 en RoV-positivos y negativos a P[4], P[6], P[8] y P[9].
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DISCUSION

Rotavirus es el principal agente etiolégico viral, causante de diarrea severa en
nifos < 5 anos en todo el mundo, con especial importancia en los paises sub-
desarrollados® Después de la introduccién de una vacuna contra RoV el
resultado esperado seria una disminucion dramatica de casos de diarrea
asociados con este patdégeno. La vacuna contra RoV fue introducida en el
esquema de vacunacion de Nicaragua en octubre del 2006. El ensayo clinico
previo a la introduccion de esa vacuna, realizado en 11 paises, revelo una eficacia
del 98% contra la gastroenteritis severa de cualquier tipo y una eficacia del 74%

contra la diarrea severa asociada a RoV de los genotipos G1 — G4%*

En un estudio realizado en nifios hospitalizados en Ledn, entre el 2001 y 2003, se
encontré que el 40% fueron RoV-positivos. En contraste con el presente estudio,
encontramos que de los 107 nifios investigados el 17%(18) fueron positivos a
RoV. Sugiriendo un efecto positivo de la vacuna contra la diarrea severa.
Resultados similares fueron observados en Brasil donde se encontré que después

de la introduccién de la vacuna la infeccién con RoV disminuyé en un 38%°°.

La observacion que la vacuna de rotavirus tiene limitaciones ante la infeccién con
cepas de rotavirus poco comunes, no es nueva. En este estudio encontramos 8
nifios con el esquema de vacunacion completo y con diarrea severa asociada a
rotavirus. Este hallazgo podria estar asociado a la presencia de cepas no incluidas
en la vacuna e indica que es necesario continuar con la vigilancia epidemiolégica

de las cepas circulantes y en el futuro la reformacion de esta vacuna.

En cuanto a la edad de los nifios en estudio el grupo mas afectado fueron los = 24
de meses (24%), en cambio otros estudios realizados en Nicaragua previo a la
introduccién de la vacuna y en otros paises indican que el grupo mas afectado es
el de 7 a 12 meses * 3" 3% Es decir que la infeccién severa con rotavirus ocurre en

ausencia de lactancia materna, la cual es mas comun en los primeros 6 meses de
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vida. Los nifios < 6 meses presentaron el porcentaje mas bajo de infeccién, en
este grupo de edad solo 1 caso fue positivo y este no recibia lactancia materna.
Segln el estudio realizado por Uhnoo et al.* las infecciones por RoV ocurren
predominantemente en nifios = de 6 meses debido a la proteccion inmunologica

por los anticuerpos IgA especificos presentes en la leche materna. 383940 4

En relacibn con las caracteristicas clinicas, los nifios en estudio que fueron
positivos a RoV presentaron una mayor tendencia a tener vomito (83%), diarrea
liquida (89%) y mas de 8 deposiciones en las ultimas 24 horas (44%). La mayoria
(67%) de los RoV-positivos tenian deshidratacion severa y requirieron de
rehidratacion por via intravenosa (plan C), estas observaciones son caracteristicas
de la diarrea por RoV. En algunos estudios se resalta la mayor tendencia de los
RoV a producir deshidratacion severa cuando se compara con cualquiera de los
otros agentes involucrados en la produccion de diarreas ya sean bacterias,

parasitos o agentes indeterminados.* *’

Al analizar los resultados de la caracterizacion molecular mediante PCR, se
observo que el genotipo predominante fue G1. El genotipo G1 es predominante a
nivel mundial y las 2 vacunas contra RoV contienen este genotipo. Dado que en
este estudio los nifios vacunados contra RoV se infectaron con la cepa G1
podriamos pensar que puede tratarse de una cepa mutante que escapa a la
repuesta inmunoldgica inducida por la vacuna. Otro dato relevante es que todas
las cepas analizadas fueron negativas a P[4], P[6], P[8] y P[9]. El genotipo P[8] es
predominante a nivel mundial y las 2 vacunas contra RoV contienen este genotipo.
Una de las posibles explicaciones a la presencia de RoV en nifios vacunados es
que la cepa encontrada contiene un antigeno P desconocido y por tanto no es
recocido por el sistema inmune y le confiere a esta cepa la capacidad de infeccion

y de producir diarrea severa.
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CONCLUSIONES

El porcentaje de nifios < 5 afios con diarrea aguda asociada a RoV en este

estudio fue del 17%.

Los porcentajes de niflos infectados con rotavirus en ambos sexos fueron
similares, siendo el 17% para el sexo femenino y el 16% para el masculino. Los

nifios = de 24 meses de edad resultaron ser los mas afectados (24%).

Los nifios RoV-positivo tenian una mayor tendencia a presentar vomito. El

mayor numero de nifios infectados requirieron rehidratacion intravenosa.

El genotipo de la cepa de RoV encontrada en este estudio fue G1P?]. Los

genotipos P [4], P [6], P [8] y P [9] no fueron encontrados.

Este estudio revela que los nifios inmunizados con la vacuna anti-rotavirus
pueden ser susceptibles a las infecciones con rotavirus, sin embargo, la
muestra analizada es pequefa y el periodo de estudio es limitado, por tanto,

estos resultados deben ser interpretados con precaucion.
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RECOMENDACIONES

1. Continuar la vigilancia epidemiologica y caracterizacion molecular de las
cepas de RoV que causan diarrea aguda en nifios < 5 afos, en nuestro

pais.

2. Secuenciar el gen VP4 de la cepa encontrada en este estudio para definir

Su genotipo
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ANEXO 1

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA (UNAN) -LEON

DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
Estudio Ecologia Viral - Jinotega 2010

Fecha de la toma de muestra _/ /

/

Cdédigo campo_/_/_/ JINOTEGA.

Cadigo de laboratorio (identificador): / / [ | /

DATOS GENERALES.

Nombres y Apellidos:

Fecha de Nacimiento: /| | Sexo:M__ F

Edad (Afos) /_/ meses: [/ peso (Kg):/ /
Procedencia: Urbana/__/ Rural/__/

Direccion:

Localidad

DATOS CLINICOS Y EPIDEMILOGICOS:
Fecha de inicio de Diarrea/ / /| | Evacuaciones en la Ultimas 24 hrs:/ [/

Caracteristicas de las Heces: Liquida/__/ semiformada: /_/

Sighos y Sintomas asociados: Nauseas.// Vémito/__/ Fiebre (=38°C):/__/ Pérdida de

Apetito /__/ Calambre Abdominal /__/ Distencion Abdominal/__/

Clasificacién de la Diarrea 'y Manejo de la deshidratacion:

Leve:/ |/ Moderado:/ |/ Severo:/ /| Rehidratacion Plan A:/_/B:/_/C:/ [

Nifios menor de 2 afios recibiendo pecho materno: Sl: / / Exclusivo: /_/ Mixto:/ [/
Frecuencia en el dia: /_/
NO:/ /

En el hogar algin familiar del enfermo ha tenido Diarrea en los ultimos 4 dias?

Sl:/_/ NO: /_[; en respuesta si, pregunte parentesco: / /
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Tratamiento Antibidtico: Si/__/ NO /__/; en caso de respuesta si complete lo siguiente

Tipo TMSulfa: /__/ Amoxicilina: /__/ Ampicilina: /__/ otros:/ /

Tiempo total de tratamiento: / / Dias.

Tratamiento antiparasitario: /

Tratamiento Medicina Natural: /

Vacunas de ROTA: Sl:/ ___/ Dosis / /

No: / /

OBSERVACIONES (Datos del BPCD)

RESULTADOS DE LABORATORIO:

Rotavirus

ELISA : POSITIVO:/__/ NEGATIVO; /__/

Absorbancia/ nm/

RT- PCR: Positivo:/___/ Negativo /__/

Genoprupo:

Firma del encuestador:

Fecha:




ANEXO 2

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA
UNAN-LEON
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
ESTUDIO DE ROTAVIRUS- JINOTEGA 2010.

Cadigo de laboratorio (identificador): / / [/ | /

CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Mediante la firma de este documento, YO,

Doy mi consentimiento voluntariamente para donar una muestra de heces de mi hijo (a) y ser
entrevistado por personal de salud colaboradora del estudio de DIARREA 2010; que se desarrolla
en el departamento de Microbiologia de la UNAN- LEON. Yo entiendo que la entrevista esta
relacionada con la sintomatologia clinica, asi como, con las caracteristicas epidemiol6gicas de la

enfermedad diarreica aguda.

Yo entiendo que fui elegido para participar en este estudio como porque mi hijo presenta la
sintomatologia clinica de la enfermedad diarreica aguda y la donacién de una muestra de heces
contribuird al entendimiento del comportamiento clinico, epidemioldgico y fisiopatolégico de los
principales microorganismos que causan la DIARREA en Nicaragua, asi como , al establecimiento
de mejores metodologia de diagnostico y tipificacion Molecular, lo cual permitird en el futuro el

fortalecimiento de los programas de prevencion de las enfermedades diarreicas agudas.

Se me ha informado que los responsables de este estudio no estan obligados a cubrir los costos
médicos de esta enfermedad y que los resultados de los analisis del laboratorio me seran
proporcionados por el personal de salud que colaboran con este estudio en el caso de que yo lo
solicitara y que puedo solicitar informacion adicional en el Departamento de Microbiologia de la
UNAN-LEON. CON EL Dr. Filemén Bucardo (Tel: 2311 2000 ext. 2078).

He concedido libremente una muestra de heces y esta entrevista al colaborador de este estudio.
Se me ha notificado que es totalmente voluntario y que aun después de iniciado puedo rehusarme
a responder cualquier pregunta o decidir darla por terminado en cualquier momento. Se me ha
dicho que las respuestas a las preguntas no seran reveladas a nadie y que en ningun informe de

este estudio se me identificara jamas en forma alguna.

Firma del entrevistado fecha / /_

Firma del entrevistador fecha / /_
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ANEXO 3

Procedimiento para la identificacion de Rotavirus en muestras de heces

Anada 1ml de diluyente de nuestras a un recipiente adecuadamente etiquetado y
utilicelo para preparar una dilucion o suspension al 10% de muestras fecales
afadiendo aproximadamente 0,1g de solidas (porcién pequefia del tamafio de un
guisante) aproximadamente 100pl de heces liquidas empleando pipetas de
transferencia. Mezcle bien y deje la pipeta de transferencia en el recipiente para su

uso posterior.

Haga girar los hisopos rectales en 1ml de diluyente de muestras mientras aprieta
el hisopo contra el lateral del recipiente a fin de liberar la materia fecal. Mezcle

bien.

Las suspensiones fecales conservadas previamente en formalina deben diluirse
mas en diluyente de muestras de ProSpecT Rotavirus para preparar una

suspensién al 10% de heces antes del andlisis.

Las muestras suspendidas/diluidas en el diluyente de muestras del ensayo
ProSpecT Rotavirus pueden pueden almacenarse a 2-8 °C durante un maximo de

8 dias antes de su anélisis.

NOTA: Las muestras fecales preparadas en los diluyentes de muestras de los
enseyos ProSpecT Astrovirus, ProSpecT Adenovirus y ProSpecT Norovirus
también pueden analizarse con la prueba ProSpecT Rotavirus. No se ha valido el

uso de otros diluyentes de muestras.
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Procedimiento

1. Abra la bolsa de papel de aluminio, extraiga el nimero requerido de tiras de
microplaca y coloquelas en un soporte de tiras de microplaca. Utilice un
pocillo para el control negativo y un pocillo para el control positivo. Si va
utilizar menos del pocillo, separe el nimero requerido de pocillos de una tira
y vuelva a poner los pocillos no utilizados en la bolsa de papel de aluminio
con desecante. VUELVA A CERRAR BIEN LA BOLSA PARA EVITAR LA
ENTRADA DE HUMEDAD Y ALMACENELA A 2-8°C

2. Afiada 2 gotas (o 100 ul) de cada muestra diluida, control negativo o control
positivo a micropocillos distintos. Cada tanda analitica debe incluir al menos

un control negativo y un control positivo.

3. Tras afiadir todas las muestras y controles, aflada 2 gotas (o 100 wl) de

conjugado a cada micropocillo.

4. Cubra la placa e incube los micropocillos a 20-30 °C durante 60 +/- 5

minutos

5. Vacie los pocillos mediante agitacion o aspiracion. Lave todos los pocillos
llenandolos por completo con tampon de lavado diluido (~350-400 wl por
pocillo). Después de cada lavado, extraiga todo el liquido de los pocillos
mediante agitacion o aspiracion. Lleve a cabo 5 lavados. Tras el lavado
final, extraiga el contenido de la placa golpeandola suavemente contra
toallitas de papel limpias o mediante aspiracion. Si se esta utilizando un
lavador automatizado, éste debe programarse para que lleve a cabo 5
ciclos de lavado. Los lavadores deben calibrarse correctamente para
asegurar un completo llenado y vaciado de los micropocillos entre un

lavado y otro. Tras el lavado final, coloque la placa boca abajo y golpéela
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suavemente sobre papal absorbente a fin de eliminar los dltimos restos de

tampon de lavado.

6. Afiada 2 gotas (o 100 i!) de sustrato a cada micropocillo.

7. Cubra la placa e incube los micropocillos a 20-30 °C durante 10 minutos.

8. Los micropocillos pueden leerse visualmente inmediatamente después de la

segunda incubacion (consulte las secciones 9 y 10).

9. También pude detener la reaccion con el sustrato afiadiendo 2 gotas (o 100
ul)) de solucion de parada a cada micropocillo. Asegure una mezcla
homogénea en los micropocillos antes de leer los resultados. El producto
coloreado es estable durante un maximo 30 minutos tras la adicién de la

solucion de parada.

10.Lea la absorbancia espectrofotométricamente a 450nm (consulte las

secciones 9y 10)
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ANEXOS
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Single locus PCR es carried out with Gouvea Primers

G Typing:

1ul cDNA(RT with pd(N}6)

1ul primer Mix (G1,62,G3,G4,G9,G8,G10)
23ulH20

1PCR bead

P Typing:

2 5ul cCONA(RT with pd(N)6))

2.5ul primer Mix (P4,P6,P8,P3P10.P11)
23ulH20

1PCR bead
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