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Resumen

En el mundo, cada afio se reportan 1,700 millones de casos de diarrea, resultando en la muerte
de al menos 525,000 de estos; lo que la convierte en la segunda causa de morbilidad y
mortalidad en la nifiez a nivel mundial. Adenovirus humano (HAdV), entre otros virus
causantes de gastroenteritis aguda (GEA) han sido reconocidos como los principales
responsables de diarrea en nifios alrededor del mundo. El objetivo de esta investigacion
analitica de corte transversal es determinar la prevalencia de HAdV en 182 nifios con GEA
menores de 2 afios de edad en el departamento de Leon, Nicaragua durante el periodo Julio
2017 — Febrero 2019, asi como asociar factores epidemioldgicos y clinicos con los episodios
de GEA positivos para HAdV utilizando Chi cuadrado y Estadistico Exacto de Fisher, (p <
0.05). La evidencia cientifica reporta que HAdV es responsable del 1% al 20% de los casos
de diarreas en nifios. En este estudio se analizaron un total de 277 casos de GEA y se
determind que la prevalencia de HAdV fue de 10.1%, encontrandose con mayor frecuencia
en el sexo femenino (54%) y entre las edades de 6 y 11 meses (53.7%), ademéas no hay
significancia estadistica entre la infeccién por HAdV y factores como hacinamiento (p =
0.16), estacion del afio (p = 0.76), estado nutricional (p = 0.20), deshidratacion (p > 0.99).
Uno de los episodios de GEA positivos para HAdV concordd con episodios de diarrea en
otras personas que habitaban o visitaron la vivienda dentro de los siete dias anteriores al
episodio de GEA en el nifio. (p > 0.99), y en el 36% de los casos, los nifios habitaban en
viviendas donde el piso no tenia recubrimiento. Por otra parte las caracteristicas clinicas

como fiebre y vomito no fueron factores claves en la infeccion por HAdV.

Palabras clave: Adenovirus, Gastroenteritis aguda, Caracteristicas clinico-epidemioldgicas,

Prevalencia.
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Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ARN: Acido ribunocléico.

AV: Asociado al virus.

CMP: Desoxicitosina monofosfato.

Da: Dalton.

DBP: (Siglas en inglés). DNA Binding protein.

E: (inglés: early). Temprano.

EIA: EnzimalnmunoAnalisis.

ELISA: (Siglas en inglés) Ensayo InmunoAbsorbente ligado a Enzima
GEA: Gastroenteritis Aguda.

HAdV: Adenovirus humano.

HAstV: Astrovirus humano.

IC: Intervalo de confianza.

IMC: indice de Masa Corporal.

ITR: Terminales invertidas.

MHC: (Siglas en inglés). Complejo Mayor de histocompatibilidad.
MINSA: Ministerio de Salud.

NoV: Norovirus.

OMS: Organizacion mundial de la salud.

PCR: (Siglas en inglés). Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
PCR-rt: (Siglas en inglés). Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real.

PT: Proteina terminal.



RB: Producto del gen del retinoblastoma.

RoV: Rotavirus.

RP: Razon de prevalencia.

RPM: Revoluciones por minuto.

SaV: Sapovirus.

SPSS: Statistical Package for the Social Sciences.

TNF: Factor de necrosis tumoral.
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1. Introduccién

En el mundo, cada afio se reportan 1,700 millones de casos de diarrea, resultando en la muerte
de al menos 525,000 de estos; @ Lo que la convierte en la segunda causa de morbilidad y
mortalidad en la nifiez a nivel mundial.* ? La diarrea puede ser sintoma de una infeccion
bacteriana, parasitaria o virica del tracto digestivo, causando malnutricion principalmente en
nifilos menores de 5 afios, lo que los propensa a repetidos episodios de diarrea y aumenta las
probabilidades de defuncion, especialmente en paises en vias de desarrollo.®

En Nicaragua, el Sistema de vigilancia epidemioldgica del Ministerio de Salud (MINSA),
sefiala que durante el periodo 2005 — 2013 existié una tendencia ascendente de morbilidad
por casos de diarrea solamente relacionadas con agua y durante el periodo de 1997 - 2012
contabilizaron un total de 7,879 defunciones, donde 6 de cada 10 muertes pertenecieron al
grupo de edad de 0 a 4 afios® y durante el afio 2018 fueron hospitalizadas 12,473 personas
por Gastroenteritis Aguda (GEA), sin embargo, la etiologia infrecuentemente es descrita.

Los virus entericos como rotavirus (RoV), norovirus (NoV) y adenovirus humano (HAdV),
causantes de GEA han sido reconocidos como los principales responsables de diarrea en
nifios alrededor del mundo. HAdV, fue descubierto en 1953®) y actualmente se dividen en
7 subgéneros (A-G), con mas de 70 serotipos que son responsables de causar diversas
enfermedades en el ser humano®. De ellos, los serotipos 40 y 41, nombrados cominmente
(7,8)

como “adenovirus entéricos” son los que se han asociado con mayor frecuencia a GEA,

y son causantes del 1 al 20% de los casos de diarrea en nifios a nivel global.®-*!)

Luego de la implementacion de la vacuna contra RoV en Nicaragua, se demostro que de los
casos de GEA en nifios, el 24% es causado por NoV, seguido del 17% por sapovirus (SaV)
y en el 8% de los casos, el responsable fue RoV,*? sin embargo, ain se desconoce la
contribucion de HAdV en los casos de GEA en el pais. Este estudio pretende brindar
informacion epidemioldgica sobre la situacién actual de HAdV causante de GEA en nifios
del departamento de Ledn, Nicaragua, de esta manera contribuir a la vigilancia y control de

esta enfermedad.

Rayo N & Flores C.
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2. Antecedentes

Los virus entéricos causantes de GEA severa en nifios han sido objeto de estudio por muchos
investigadores en diferentes partes del mundo. En ello, se ha atribuido a HAdV como uno de
los principales agentes causales, conllevando a la necesidad de obtener mas conocimientos

sobre el agente.

Chen CJ., et al., realizaron un estudio en Taiwan sobre las caracteristicas clinicas y
epidemioldgicas en nifios de 2 meses a 5 afios con GEA severa anteriormente inmunizados
para RoV que acudieron a hospitales de enero del 2009 hasta diciembre del 2011. Un total
de 2,810 muestras fecales fueron analizadas mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) vy los resultado fueron los siguientes: 37.5% (1055) fueron positivos para antigenos
virales, donde RoV representa la causa més frecuente de GEA con 21.2%, seguido de NoV:
14.9%, HAdV: 3.74%, astrovirus (HAstV) 2.10% y virus mixtos 4.06%. La mayor
prevalencia de gastroenteritis viral fue en nifios menores de 2 afios. Durante temporada fria
(noviembre a abril) RoV continud siendo el de mayor prevalencia con 29.8% y NoV en un
22.7%. Para HAdV y HAstV, el porcentaje de infeccion no fue estadisticamente significativo

seglin temporada.®®

Ye S., et al., en Australia, identificaron por PCR virus causantes de GEA a nifios de hasta 2
afios de edad, cuando ya estaban siendo vacunados para RoV. Durante dos afios de estudio
recolectaron 511 muestras de heces fecales, de las cuales, el 40.7% (208) resultaron positivas
para antigenos virales. La mayor frecuencia fue de HAdV con 25.6%, seguido de Enterovirus,
NoV, bocavirus, RoV y coronavirus con una frecuencia de 12.3%, 5.1%, 4.1%, 1.4% y 1.0%
respectivamente. Ademas se co-detectaron HAdV y enterovirus en 54.7% de los casos, y
HAdV con NoV en 14.2%. HAdV fue genotipificado encontrando serotipo 31 y 12 del
subgrupo A, serotipo 1, 2 y 5 del subgrupo C y serotipo 41 del subgrupo F.(¥

Moyo SJ, et al., realizaron en Tanzania, un estudio caso control en dos periodos, de agosto
del 2010 a marzo del 2011 y enero del 2011 a julio del 2011 para determinar prevalencia y

caracterizar molecularmente a HAdV. Captaron 1,235 nifios, 960 eran nifios hospitalizados

Rayo N & Flores C.
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por diarrea y 545 eran nifios sin diarrea (310 fueron de origen ambulatorio y 235 fueron
pacientes hospitalizados por causas diferentes a diarrea). Del total de muestras, 37 fueron
positivas por ELISA para HAdV, 24 diarreicas y 13 no diarreicas, con prevalencia entre siete
y doce meses de edad. Posteriormente, se analizaron mediante PCR las 24 muestras
diarreicas, resultando 12 (50%) serotipo HAdV 40y 12 (50%) del serotipo HAdV 41, otros
serotipos encontrados fueron 1 (4.2%), 2 (12.5%), 7 (12.5%), 18 (8.3%), y 31 (12.5%). En
cambio, de las 13 muestras no diarreicas, 6 eran de virus entéricos, prevaleciendo HAdV40
(30.8%) sobre HAdV41 (15.4%), las siete restantes fueron los serotipos 1 (15.4%), 3 (7.7%),
18 (7.7%), 19 (7.7%) y 31 (15.4%).1

Arcangeletti MC., et al., realizaron un estudio en Italia en pacientes pediatricos que acudieron
por GEA al Hospital de Parma, entre enero del 2010 y diciembre del 2012, con la finalidad
de determinar la prevalencia de los serotipos 40 y 41 del subgrupo F de HAdV, utilizando la
técnica de PCR. Un total de 2,325 muestras fecales fueron analizadas y 741 resultaron
positivas para antigenos virales, de estas, 110 para HAdV. Los resultados demostraron alta
prevalencia del subgrupo F (62.7%), predominando el serotipo 41 (89.8%), en comparacion
al serotipo 40 (10.2%). Las 110 muestras también fueron probadas para otros antigenos

virales, donde, 5.4 % fue positivo para RoV y otro 5.4 % fue positivo para NoV.*®

Portal TM., et al., en Brasil, identificaron y genotipificaron SaV, HAstV y HAdV en nifios
hospitalizados por GEA, durante el periodo marzo 2012 — abril 2015. Un total de 219
muestras fecales fueron seleccionadas para el estudio y fueron testeadas mediante PCR. En
110 muestras (50.2%) se identifico que el agente causal de GEA fue HAdV. De las muestras
positivas se caracterizaron genéticamente 42.7%, siendo el subgrupos F, el de mayor
prevalencia (63.9%) seguido de Subgrupo A: 4.2%, B: 6.4% C: 17.1% D: 4.2% y E: 4.2%.
De los 110 casos positivos, fueron seleccionados 80 para el estudio pareado de HAdV en
materia fecal y suero, de los cuales el 63.7% resulto positivo en suero, siendo genotipificados
los subgrupo F, A, B'y C con 80.8%, 3.8%, 3.8%, y 11.5% respectivamente. Demostrando,
de esta manera, la diversidad genética de HAdV en la GEA. Ademas, observaron que el rango
de edades con mayor prevalencia fue de 12 - 24 meses de edad, con 61.9 % de casos

positivos.*?

Rayo N & Flores C.
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3. Justificacion

La Gastroenteritis Aguda es una de las patologias méas frecuentes en nifios a nivel mundial;
en diversas partes del mundo ya se ha descrito la epidemiologia de HAdV, la cual apunta a

que es uno de los principales virus entéricos causantes de esta enfermedad.

En Nicaragua, el sistema de salud ain no contempla el diagnostico de este agente causal de
GEA, e investigaciones de vieja data en el pais han utilizado técnicas diagnésticas poco
especificas, ademas, se cuenta con pocos datos epidemiolégicos, lo que limita a las

autoridades el correspondiente abordaje del problema.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), realza la importancia de la inquisicion en
investigaciones orientadas a desarrollar y probar nuevas estrategias de prevencion y control
de la diarrea. Este estudio contribuira al conocimiento epidemioldgico-molecular de GEA

por HAdV entéricos en la ciudad de Leon.

Rayo N & Flores C.
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4. Planteamiento del problema

La GEA es una enfermedad prevalente en la infancia, supone un problema de salud publica
a nivel mundial, siendo rotavirus, norovirus y adenovirus los principales protagonistas. Los
primeros dos agentes mencionados ya han sido incluidos en diferentes estudios en Nicaragua,
pero ¢Cual es la prevalencia de HAdV en nifios menores de dos afios de edad con GEA en el

departamento de Ledn durante el periodo Julio 2017 — Febrero 2019?

Rayo N & Flores C.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general
1. Determinar la prevalencia de HAdV en nifios con GEA menores de 2 afios
de edad en el departamento de Leodn, Nicaragua durante el periodo Julio 2017
— Febrero 2019.

5.2 Objetivos especificos
1. Describir caracteristicas epidemioldgicas los nifios con GEA positivos para
HAdV.
2. Describir caracteristicas clinicas de los nifios con episodios de GEA
positivos para HAdV.
3. Determinar asociacion entre las caracteristicas clinicas-epidemioldgicas y

los episodios de GEA positivos para HAdV.

Rayo N & Flores C.
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6. Marco tedrico

6.1 Definicion de GEA

Se define GEA, como una inflamacion de la mucosa géstrica e intestinal, de etiologia variable
(nutricional, enfermedades inflamatorias intestinales, toxicos, etc.), pero habitualmente
infecciosa, cuyo cuadro clinico se caracteriza por el aumento de nimero en las deposiciones
de consistencia liquida que pueden contener moco y/o sangre; y acompafiado de nauseas,
vomitos, fiebre y dolor abdominal tipo célico.®

6.2 Generalidades de Adenovirus
Los adenovirus fueron descrito por primera vez en el afio 1953, por Rowe, et al., quienes
observaron que el tejido linfoide humano sufria una degeneracion espontanea caracteristica,

al mantenerlo en cultivo durante varias semanas después de su extirpacion quirdrgica.®

Los adenovirus son virus con
ADN bicatenario de 90 a 100 nm
de diametro, sin envoltura. El
viribn esta compuesto por una
proteina  hecha con 252

capsomeros y una nucleoproteina

del core que contiene el genoma Figura 1. Estructura de Adenovirus

de ADN viral. La capside es icosaédrica con 12 vértices, consiste en 240 hexones y 12
pentonas ubicadas en cada vértice, y constituyen una base para una fibra que se extiende
hacia afuera de la capside. El largo de las fibras varia segun el serotipo. EI ADN tiene un
peso molecular de 23 x10° Dalton (Da), y representa el 10-15% de la masa del virus.“® (Ver

figura 1.)

Desde su descubrimiento, se han descrito mas de 100 serotipos, de los cuales, al menos 70
serotipos son capaces de infectar al ser humano. Todos los serotipos humanos estan incluidos
en el género Mastadenovirus, de la familia Adenovirid ae, y han sido clasificados en siete

especies (A - G) de acuerdo a sus propiedades bioldgicas, inmunoldgicas y oncogénicas.®

Rayo N & Flores C.
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Tabla 1: Principales proteinas de HAdV

Gen
E1A*

E1B

E2

E3

E4

ARN AV
Capside

Nucleo

Ndmero Funcién

Activa la transcripcion genética virica

Se une al supresor del crecimiento celular (pIO5Rb) para estimular el crecimiento y la
transformacion celular

Altera la regulacion del crecimiento celular

Inhibe la activacion de los elementos de respuesta del interferén

Se une al supresor de crecimiento celular (p53) y estimula el crecimiento y la
transformacion celular

Inhibe la apoptosis

Activa algunos promotores

Proteina terminal en el ADN

ADN polimerasa

Impide la accion del TNF-a; expresion del MHC 1

Limita el efecto citopatoldgico del virus
Inhibe la respuesta del interferon

11 Contiene el antigeno de familia y algunos antigenos de serotipo
111 Proteina de la base pentona

1V Toéxico para las células de los cultivos tisulares

VI Fibra

VI Responsable de la adhesion y la hemaglutinacion; contiene algunos antigenos de serotipo
X Proteinas asociadas al hexona

Illa Proteinas asociadas al pentona

\Y Proteina nuclear 1: proteina de unién al ADN

VIl Proteina nuclear 2: proteina de unién al ADN

AV, asociado al virus; E, inicial (del inglés early); MHC I, complejo principal de histocompatibilidad I; RB,
producto del gen del retinoblastoma; TNF-o, factor de necrosis tumoral o.
*Los genes iniciales codifican diversos ADN mensajeros y proteinas mediante diversos patrones de corte y

empalme.

6.3 Epidemiologia de HAdV

La caracteristica de ser un virus no envuelto, le confiere a los viriones la capacidad de resistir

la inactivacion en el tracto digestivo, asi también, la resistencia a la desecacion. En GEA por

HAdV, los sintomas suelen ser similares a GEA causada por otros agentes infecciosos.?% 21

La trasmision es diversa entre los diferentes sitios anatomicos que puede infectar adenovirus.

En la queratoconjuntivitis adenovirica se transmite por contacto directo, piscinas

inadecuadamente cloradas y por fomites; mientras que en las enfermedades respiratorias

agudas la trasmision se da a través de gotas de Fliigge. Para GEA, la principal via de

transmision es fecal-oral, y por fomites.??

Rayo N & Flores C.
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La distribucion de HAdV es mundial, y ain no se ha demostrado incidencia y/o prevalencia
estacional. Se conoce que la incidencia de GEA por HAdV es mayor en nifios menores de
tres afos, y los serotipos HAdV-40 y HAdV-41 son los notables causantes de esta
enfermedad, sin embargo, esporadicamente se han identificado otros serotipos que provocan

GEA. (15.22,23)

El periodo de incubacion puede variar entre los diferentes serotipos, pero generalmente dura
entre 2 a 14 dias.? Las epidemias por HAdV se esparcen rapidamente entre personas que
conviven en espacios cerrados, como hacinamiento en hogares,?? hospitales,®> 29

gimnasios, escuelas®” y orfanatos.®®
6.4 Replicacion de HAdV

Existen varios mecanismos por los cuales HAdV puede ingresar a la célula del hospedador,
ya sea mediante la union de la proteina de la fibra de HAdV con el receptor coxsackie-
adenovirus de la célula, que es el receptor primario tanto para HAdV-5 como para el
coxsackie B6. O bien, puede ingresar a las células usando proteoglicanos de heparan sulfato,
como un receptor alternativo, probablemente a través de la interaccion con factores

sanguineos como el factor IX, el factor X o la proteina de unién al componente C4.

HAdV se internaliza mediante endocitosis mediada por el receptor a traves de fosas
recubiertas con clatrina. La acidificacion del endosoma altera la topologia del virus y los

componentes de la capside se desmontan parcialmente.

El virion parcialmente degradado se transporta a través del citoplasma al nacleo a lo largo de
la red de microtdbulos y la capside se desmonta ain mas durante la ruta. Al llegar al complejo
de poro nuclear, el ADN recubierto de proteina VII ingresa al ndcleo. Los hallazgos
publicados actuales sugieren gue es solo el ADN envuelto en proteina VII el que ingresa al
nucleo, escoltado por la histona H1. La proteina VIl protege al ADN viral de la activacion
de la respuesta al dafio del ADN. La remodelacion de la cromatina viral continGa a lo largo
del ciclo vital. La replicacion del ADN viral y el ensamblaje de los viriones de la progenie
ocurren completamente dentro del nucleo de las células infectadas. EI ADN viral se asocia

con pVII recién sintetizado y, posteriormente, el complejo ADN-proteina se empaqueta en

Rayo N & Flores C.
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capside del virus. El ciclo de replicacién de HAdV dura alrededor de 24-36 h. con una sola

celula infectada por el virus, produce ~104 millones de viriones.

HAdV tiene un genoma viral de ADN de doble cadena lineal, compuesto por 36 kb, unido
de forma covalente a los extremos 5’ de las cadenas del ADN se encuentra la Proteina
Terminal (TP), ®® seguido de esta, se encuentra la region de Repeticiones Terminales
Invertidas (ITRs) (Ver figura 2) capaces de codificar entre 30 y 40 genes®V). Existen dos
origenes de replicacién (ori), que estdn localizados en las ITRs que envuelven

aproximadamente de 1 — 50 pb, ®® como se muestra en la figura 3.

— TR —|
%‘Er\\“ﬂ | f::’r/ | S

1 50 103 4 ?@
H’WH

Fig. 2. Region ITRs de HAdV.

f—— Core origin ——— AFrich fF—————  Auxiliary origin———

region
- pTP/Pal NFI Oct
CATCATCARTAATATACCITATTTIIGGAI TGAAGCCANTATGATAATGAG. .

GTAGTAGTITATTATATGGRATAAAMRCCTIAACT ICGEGTNATACTATTACITC. .
1 4 10 20 30 40 50

Fig. 3. Origenes de replicacion principal y auxiliar
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Para iniciar la replicacion se
requiere de tres proteinas e\
virales, PreTerminal Protein &lg-;ﬂf"& e
(pTP), HAdAV polimerasa a,’[ @\
(HAdV pol) y DNA-binding @ s
Protein (DBP), ademéas se § \'
necesitan dos factores de ” e\
transcripcion Factor nuclear | ﬁﬂ“"w e

e

(NFI) y Factor nuclear Il
(NFII / Oct-1)@9

. ., e e . AR
La replicacion es iniciada por @_{-‘,53&%""
e’
la  HAdV-pol, mediante Fig. 4. Representacion esquematica de la replicacién de ADN de HAdV.

transferencia de Desoxicitosina monofosfato (dCMP) utilizado como cebador, entre los
nucleotidos 4-6 del extremo de la pTP, La sintesis se desplaza hacia los nucleétidos 1-3
posteriormente, la sintesis del ADN es catalizada por un mecanismo de desplazamiento de
cadena por la HAdV-pol, donde también se requiere la DBP?® como se muestra en la figura
4.

El ensamblaje de particulas de virales maduras es un proceso de varios pasos que tiene lugar

en el nticleo. Hay cuatro formas diferentes de particulas de HAdV identificadas:®V

- Cépsides vacias desprovistas de ADN viral.

- Intermediarios de ensamblaje ligero que contienen el extremo izquierdo del genoma.

- Intermedios de ensamblaje pesado que contienen el genoma viral de longitud
completa y formas precursoras de ciertas proteinas de la capside.

- Particulas virales maduras que contienen el genoma de longitud completa con

proteinas de la capside procesadas proteoliticamente.

El virus permanece en la célula hasta que ésta degenera y se lisa.

11
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6.5 Inmunologia contra HAdV

Los anticuerpos son importantes en la resolucion de las infecciones liticas por adenovirus y
protegen a los individuos frente a la reinfeccion por el mismo serotipo, pero no por otros
serotipos. La inmunidad celular es un elemento destacado en la restriccion de la proliferacion
excesiva del virus y los individuos inmunodeprimidos padecen cuadros recurrentes y mas
graves de la enfermedad. Los adenovirus poseen varios mecanismos para eludir las defensas
del organismo hospedador que les permiten mantenerse en el mismo. Codifican pequefias
moléculas de ARN asociadas a los virus (ver tabla 1) que impiden la activacion de la
inhibicion mediada por la proteina cinasa R inducida por el interferdn de la sintesis proteica
virica. Las proteinas viricas E3 y E1A inhiben la apoptosis inducida por las respuestas
celulares frente al virus o la accion de los linfocitos T o las citocinas TNF-a. Algunas cepas
de adenovirus pueden inhibir la accién de los linfocitos T citotoxicos CD8" evitando la

expresion adecuada de las moléculas del MHC | y, por tanto, la presentacion antigénica. %

6.6 Patogénesis de HAdV

Se describen tres tipos de alteraciones de HAdV vy la célula huésped:

- Infeccidn litica. Se da el ciclo replicativo completo. Se producen entre 10,000 y 1
millon de virus por célula, de los cuales 1-5% son infecciosos. Se da en células
epiteliales.V)

- Infeccidn latente. Es una infeccion crénicay se da principalmente en células linfoides.
Dicha infeccion puede reactivarse en pacientes inmunocomprometidos. La infeccion
latente produce la transcripcion de factores que favorecen la produccion de citoquinas
inflamatorias (IL 8, ICAM 1, TNF-a), con la consiguiente amplificacion del proceso

inflamatorio a dicho nivel.V

Ademas se ha visto que los adenovirus inducen a células quiescentes a entrar a la fase S del

ciclo replicativo e inhibir la apoptosis de las células huéspedes.

- Transformacion oncogénica. Se dan sélo los pasos iniciales de la replicacion viral.
Algunos productos de los genes tempranos virales inhiben a los antioncogenes. El

ADN viral es aparentemente integrado y replicado con el ADN celular, no se

12
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producen viriones infecciosos. Se ha demostrado en modelos animales. La proteina

E1A se une a proteinas celulares alterando sus funciones (p105-RB, p53) e inhibe
apoptosis por alteraciones del bcl-2.V

13
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7. Disefio metodologico

7.1 Tipo de estudio.

Estudio de corte transversal analitico durante el periodo Julio 2017 — Febrero
2019.

7.2 Area de estudio.

Sector del centro de salud Perla Maria Norori, de la ciudad de Leon.

7.3 Muestras clinicas.

Mediante una vigilancia epidemiol6gica pasiva, se recolectaron
prospectivamente 277 muestras fecales de 182 nifios con GEA, menores de 2
afios de edad, en el departamento de Leon. Dicha vigilancia es parte de la
cohorte del proyecto SAGE UNAN, Le0n, cuyo objetivo es la vigilancia de
casos de gastroenteritis por sapovirus 2017-2020.

7.4 Recoleccién de la informacion.

La recoleccion de la informacion estuvo a cargo del trabajador de campo del
Proyecto SAGE, quien explico los objetivos del estudio a los padres o
responsables de los nifios, quienes aceptaron participar en el estudio y
firmaron el consentimiento informado, ademas se llend un cuestionario el cual

contiene datos demograficos, epidemiologicos y clinicos del paciente.

7.5 Recoleccién de las muestras.

Se recolectaron muestras fecales en la etapa aguda de la enfermedad. Estas
fueron colocadas en frascos estériles plasticos y refrigerados a 4 °C.
Posteriormente se trasladaron al Laboratorio de Microbiologia, UNAN-Leon,
donde se prepard una suspension de las heces 1:10 con Buffer Salino

Fosfatado (PBS) y se almacenaron a -20°C hasta ser analizadas.

Rayo N & Flores C.
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7.6 Extraccion de &cidos nucleicos.

Se extrajo ADN viral de los especimenes clinicos tomando 200 mg o 200 pl
de la suspension de PBS y se agregaron 0.03 g de particulas de vidrio para
favorecer la maceracion y homogenizacion de la muestra durante la
centrifugacion con el buffer de inhibicion. Se siguié el método de extraccion
segln protocolo QIAamp DNA stool Mini Kit (Cat #5104) para obtener un
total de eluido de 200 ul de ADN aislado que fue guardado a -20°C hasta su
analisis. (Ver anexo 1)

7.7 Criterios de inclusion.
- Niflos menores de dos afios.
- Nifos activos dentro de la cohorte del proyecto SAGE UNAN, Leon.
- Nifos con episodios de GEA a los que se le hayan analizado muestras
dentro del periodo de estudio.

7.8 Condiciones de PCR — Tiempo Real.
Se utilizé el método TagMan junto a la secuencia especifica de primers para
adenovirus (Ver tabla 2), la reaccion fue con base al volumen final de 20 pL
(Ver tabla 3). Se siguio el programa de termociclado indicado en la figura 5,

en el instrumento de termociclado en tiempo real Roche.

Tabla 2: Primers y Sonda utilizados para PCR

Nombre Propdésito Secuencia Referencia
AdenoQuant 1 (F) PCR-rt 5'-GCC-ACG-GTG-GGG-TTT-CTA-AAC-TT-3'
AdenoQuant2 (R)  PCR-rt  5-GCC-CCA-GTG-GTC-TTA-CAT-GCA-CAT-C-3' Heim. A, Et al.®?

AdenoProbe (P) PCR-rt  5-TGC-ACC-AGA-CCC-GGG-CTC-AGG-TAC-TCC-GA-3.

15
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Tabla 3: Preparacion del Master Mix para PCR de HAdV

Reactivos utilizados Volimenes por muestra
Bio-Rad iQ Multiplex Powermix 10 pL
Primer Adenov Hexon F/R 5 pmol luL
Primer Adenov Hexon P 2.5 pmol 1puL
Agua libre de nucleotidos 5uL
ADN 3puL
Volumen total por reaccion 20 pL
Desnaturalizacion | Alineacion Elongacion
95° C/ 3 min | 95° C/ 15 seg \
59° C/ 45 seg

\ J
1

40 ciclos

Fig. 5. Programa en termociclador Roche LightCycler 96.

7.9 Andlisis de datos.
Los datos clinicos y epidemioldgicos de los 182 nifios incluidos en la
vigilancia epidemiologica pasiva, fueron introducidos en una base de datos en
el programa SPSS version 19 (IBM-PC, release 19.0; SPSS Inc., Chicago, IL,
US). Se calcul6 la prevalencia de HAdV en nifios con episodios de GEA y se
realizd analisis bivariado entre las caracteristicas clinico-epidemioldgicas y
los episodios de GEA por HAdV mediante estadistico Chi cuadrado (y?),
Razon de prevalencia (RP) y Exacto de Fisher. Ademas se estimo el grado de
asociacion entre variables dependientes e independientes mediante la
significancia estadistica utilizando el limite de confianza al 95%. Los datos
son presentados en las tablas correspondientes que muestran valores absolutos

y porcentajes.
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Para determinar el estado de nutricién en los nifios, se utilizé los patrones der
crecimiento infantil de la OMS, en funcion del indice de Masa Corporal
(IMC) (Ver anexo 2), y se calcularon desviaciones estandares bilaterales, (\Ver
anexo 3y 4) las que fueron comparadas e interpretadas con la tabla de estado
de nutricion segun IMC para nifios o nifias de hasta 5 afios de edad del

MINSA. (Ver anexo 5)

7.10 Consideraciones éticas.
El estudio de SAGE UNAN, Leon, fue aprobado por el Comité de Etica local
para investigaciones biomedicas en el afio 2017-2020. (Acta No. 73)

17
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Tabla 4. Operacionalizacién de las variables.

Nombre de la variable Definicion Fuente  Valor
ID Ndmero de identificacion del Ndmeros cardinales
individuo.
Episodios de GEA NOomero de veces que la D1, D2, D3, D4, D5, D7
enfermedad afecta a un nifio dentro
del periodo de estudio.
Sexo Sexo del nifio. Masculino
Femenino
Edad Edad del nifio desde su nacimiento 0-5 meses
hasta el episodio estratificado en 6-11 meses
grupos semestrales. 12-18 meses
Sector Area demografica en que esta Antenor Sandino
ubicada la vivienda donde habita el Rubén Dario
nifno. Santa Ana
Guadalupe
El Calvarito
Laborio
» Arrocera
3 Brisas de Acosasco
3 Benito Mauricio Lacayo
T Walter Ferreti

Hacinamiento

Estacion del afio

Fuente de agua

Piso de la vivienda

Disposicion de las
excretas

Cociente que resulta de la division
entre numero de cuarto de la
vivienda entre cantidad de
habitantes. (2 = hacinado)

Estacion del afio en que se
presentd el episodio de GEA.

Abastecimiento de agua de
consumo de la vivienda.

Material del cual esta recubierto el
piso de la vivienda.

Lugar donde los habitantes de la
vivienda defecan.

Emir Cabezas
Fundeci
Reynaldo Varela
Otros

Si
No

Lluviosa (May - Oct)
Seca (Nov- Abril)

Potable
No potable

Recubierto
Sin recubrimiento

Inodoro
Letrina

Rayo N & Flores C.
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Diarrea intradomiciliar

Lactancia al nacimiento

Estado de nutricién

Adenovirus

Fiebre

Vomito

Deshidratacion

Otra persona con diarrea

en la casa

Otra persona con diarrea en la casa
en los siete dias anteriores al
episodio de GEA en el nifio.

Estatus de lactancia materna
momentos después del nacimiento
del nifio.

Estado de nutricion del nifio
durante del episodio de GEA
basado en puntuacion Z de la
OMS.

Agente causal del episodio de
GEA.

Presencia de fiebre durante el
episodio de GEA.

Presencia de vomito durante el
episodio de GEA.

Administracion de liquido
intravenoso durante el episodio de
GEA.

Habitantes con diarrea en los 7
dias anteriores al caso de GEA en
el nifio.

)
g
Si
No
Si
No
Eutrofico

No eutréfico

Positivo
Negativo

Si
No

Si
No

Si
No

Si
No

Rayo N & Flores C.
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8. Resultados
En el estudio se incluyeron 182 nifios entre las edades de 0 a 18 meses, con sintomas de GEA
durante el periodo Julio 2017 — Febrero 2019, de los cuales el 53% fueron masculino. Del
sector de residencia, el mayor numero de nifios captados fue en el reparto Antenor Sandino
con el 39.5%, y la condicion de hacinamiento se evidencio en el 44% de las viviendas. El
98% contaban con agua potable, y en las viviendas de tres de cada 10 nifios, el piso no tenia
recubrimiento. Ademas, el 27% referian que para la disposicion de la excretas, utilizaban
letrinas. Por otra parte, se encontrdé que 98% de los nifios fueron alimentados con leche

materna a su nacimiento. (Ver tabla 5)

De los 182 nifios, se analizaron un total de 277 episodios de GEA, siendo més frecuente en
el sexo masculino. Con el proposito de facilitar la interpretacion de los episodios de GEA
por edades, se estratificaron por grupos semestrales, donde se observé que el 50.5% de los
episodios se encuentran en el grupo de 6 a 11 meses seguido del grupo de 0 a 5 meses con
45.5%. Se observd una distribucion semejante de los casos de GEA entre las estaciones
lluviosa (51%) y seca (49%). Por otra parte, 63% de los nifios se encontraban en estado
nutricional eutréfico durante los episodios de GEA. Ademas, el 5% de los episodios de GEA
concordaron con episodios de diarrea en otras personas que habitaban o visitaron la vivienda,

dentro de los siete dias anteriores al episodio de GEA en los nifios. (Ver tabla 6)

Del total de muestra analizadas, HAdV fue encontrado en el 10.1% de los episodios,
predominando en el sexo femenino (54%). El grupo de edad mas afectado fue entre los 6-11
meses (53.7%), seguido del grupo de 0-5 meses con el 42.8%. El reparto con mayor
porcentaje de positivos fue Antenor Sandino (46.4%) y en condicion de hacinamiento se
encontraban el 57%. Por otra parte, los casos se produjeron principalmente en la estacion
lluviosa (53%). En un 64% de las viviendas poseian piso recubierto. En cuanto al
abastecimiento de agua, 92.9% de las viviendas utilizaban agua potable y para la disposicion

de excretas, el 71% utilizaba inodoro. (Ver tabla 7)
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De los nifios que no recibieron lactancia materna a su nacimiento se encontrd solamente un
caso de GEA por HAdV (4%). El estado nutricional segun la puntuacion Z, el 74% de los
nifios se encontraba eutréfico durante el episodio de GEA por HAdV y solo en uno de los
casos positivos para HAdV, el nifio convivié con personas con episodios de diarreas que

habitan o visitaban la vivienda. (Ver tabla 7)

De acuerdo a los aspectos clinicos, se realiz6 un anélisis comparando los casos positivos de
HAdV (N=28) con otro grupo del mismo nimero de episodios de GEA que resultaron
negativos para HAdV (N=28). Se obtuvo que solamente el 18% de los casos positivos para
HAdV, presentd fiebre, en comparacion al 46% de los episodios de GEA por otra causa, el
11% de los casos presentd vomito, sin embargo, este sintoma fue méas frecuente en los
episodios de GEA por otra causa con el 43%. Para la deshidratacion, se observd la misma
frecuencia (4%) entre ambos grupos. (Ver tabla 8).

Tabla 5. Factores epidemioldgicos de los nifios con GEA.

Nifios con
GEA
N= 182

Factor n (%)
Sexo

Masculino 97 (53)

Femenino 85 (47)
Hacinamiento

Si 80 (44)

No 102 (66)
Fuente de agua

Potable 178 (98)

No Potable 4(2)
Piso de la vivienda

Con recubrimiento 127 (70)

Sin recubrimiento 55 (30)
Disposicion de excretas

Inodoro 130 (73)

Letrina 48 (27)

an=178
21
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Tabla 6. Factores epidemioldgicos de los episodios de GEA positivos para HAdV.

HAdV

Episodios
de GEA Positivo  Negativo
N=277 N =28 N =249

Factor

n (%) n (%) n (%)
Sexo
Masculino 151 (55) 13 (46) 138 (55)
Femenino 126 (45) 15 (54) 111 (45)
Grupo de edades (meses)
0-5 126 (45.5) 12 (42.8) 114 (46)
6-11 140 (50.5) 15 (53.7) 124 (50)
12-18 11 (4.0) 1(3.5) 10 (4)
Hacinamiento
Si 123 (45) 16 (57) 107 (43)
No 154 (55) 12 (43) 142 (57)
Estacidn del afio
Lluviosa 141 (51) 15 (54) 126 (51)
Seca 136 (49) 13 (46) 123 (49)
Fuente de agua
Potable 272 (98) 27 (96) 245 (98)
No Potable 5(2) 14 4(2)
Piso de la vivienda
Con recubrimiento 195 (70) 18 (64) 205 (71)
Sin recubrimiento 82 (30) 10 (36) 72 (29)
Disposicion de excretas ?
Inodoro 199 (73) 20 (71) 179 (66)
Letrina 72 (27) 8 (29) 64 (24)
Otra persona  con
diarrea en la casa en los
7 dias anteriores ®
Si 13 (5) 1(4) 12 (15)
No 248 (95) 27 (96) 221 (85)
Lactancia materna al
nacimiento
Si 270 (97) 27 (96) 243 (97.5)
No 7(3) 1(4) 6 (2.5)
Estado nutricional ©
Eutréfico 156 (63) 20 (74)" 136 (62)
No eutrofico 90(37)  7(26) 83 (38)

an=271:°n=261;°n=246; "n=27.
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Tabla 7. Asociacion de variables epidemioldgicas para HAdV.
HAdV
Positivo  Negativo 1C 95%
Factor ': 20/5)8 Nn_(%'g RP Li-Ls p (>0.05)
Sexo
Masculino 13 (46) 138 (55) 1.4 0.64-3.19 0.47
Femenino 15 (54) 111 (45)
Grupo de edades (meses)
0-5 12 (42.8) 114 (46) 0.90 0.11-8.07 0.96
6-11 15 (53.7) 125 (50) 0.77  0.09-6.46 0.81
12-18 1(3.5) 10 (4) -
Hacinamiento
Si 16 (57) 107 (43)
No 12 (43) 142 (57) 1.7  0.64-3.19 0.16
Estacion del afio
Lluviosa 15 (54) 126 (51)
Seca 13 (46) 123 (49) 1.1 0.79-3.98 0.76
Fuente de agua
Potable 27 (96) 245 (98) 2.2 0.08-18.73 0.83"
No Potable 1(4) 4 (2)
Piso de la vivienda
Con recubrimiento 18 (64) 177 (71) 1.5 0.67-3.56 0.26
Sin recubrimiento 10 (36) 72 (29)
Disposicion de excretas ?
Inodoro 20 (71) 179 (66) 11 0.44-2.62 0.79
Letrina 8 (29) 64 (24)
Otra persona con diarrea
en la casa en los 7 dias
anteriores °
Si 1(4) 12 (15)
No 27 (96) 221 (85) 1.1 0.03-4.19 >0.99"
Lactancia materna al
nacimiento
Si 27 (96) 243 (97.5) 1.4 0.06-10.65 >0.99"
No 1(4) 6 (2.5)
Estado nutricional ©
Eutrofico 20 (74)* 136 (62) 0.57 0.21-1.38 0.20
No eutrofico 7 (26)* 83 (38)

an=271;"n=261; °n=246; " n=27. Valor de p calculado por Chi cuadrado.
" Valor de p calculado por Test Exacto de Fisher.
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Tabla 8. Correlacion de caracteristicas clinicas de GEA por HAdV y GEA por otra

causa.
GEA positivos GEA
para HAdV  negativos para
N= 28 HAdV N= 28 1C 95%

Caracteristicas
clinicas n (%) n (%) RP Li-Ls p
Fiebre

Si 5 (18) 13 (46)

No 23 (82) 15 (54) 0.25 0.06-0.85 0.04
Vomito

Si 3(11) 12 (43)

No 25 (89) 16 (57) 0.16 0.03-0.64 0.01
Deshidratacién

Si 1(4) 1(4)

No 27 (96) 27 (96) 1 0.02- 40.37 >0.99

Valor de p calculado con Test Exacto de Fisher.

Grafico 1. Frecuencia de HAdV en nifos en relacion a su sector de residencia.

—o— Adenovirus positivo.

100 gq
90 —e— GEA por otra causa.
80
K70 60
N

Numero de casos (n

Sector
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9. Discusion

Existe numerosa documentacion cientifica que asocia a HAdV como uno de los agentes
causales de GEA de origen viral mas frecuentes. En este estudio, se determind que la
prevalencia de HAdV causante de GEA en nifios menores de dos afios fue de 10.1%, el doble
de lo reportado por Lovera A., y Maquilef W., en la universidad de Chile, que determinan la
prevalencia de HAdV en nifios menores de cinco afios con cuadro de diarrea aguda en
4.8%.%% De igual manera en un estudio de prevalencia de virus entéricos, realizado por Tran
A., et al., en Francia, se determind que la prevalencia de HAdV en nifios de hasta 2 afios de
edad fue de 5%.1% Estos valores de prevalencia mas bajas podria deberse a la técnica
utilizada para su deteccion, ya que se utilizaron ELISA y EIA respectivamente, técnicas que
demuestran tener menor sensibilidad y especificidad en comparacion a PCR-rt. Sin embargo,
el estudio realizado por Portal T., et al., en Brasil, sobre deteccion y genotipificacion de virus
entéricos en nifios menores de 9 afos diagnosticados con GEA, reportaron que en el 50.2%
de los casos, HAdV fue el responsable de la enfermedad. " Esto puede estar atribuido a un
periodo de estudio y edad de la poblacion méas amplia en relacion al presente estudio. Dentro
de esto, debemos tener en cuenta que a mayor edad los factores de riesgo como disminucion
de vigilancia tutelar, habitos y escolaridad pueden conllevar a un aumento de la prevalencia

de enfermedades infecciosas.

Con respecto a los factores epidemiolégicos de los casos de GEA positivos para HAdV, en
el sexo femenino se observo la mayor frecuencia (54%), sin embargo, en este estudio se
determind que no existe significancia estadistica entre los grupos de sexo y la GEA por
HAdV (p =0.47). En el estudio realizado por Moyo S., et al., en Tanzania, quienes
determinaron que la prevalencia de HAdV en nifios de 0 a 2 afios con diarrea, fue mayor en
el sexo masculino (62.5%), a pesar de ello, tampoco encontraron significancia estadistica
entre ambos sexos (p = 0.89). Observandose resultados similares a los obtenidos en este

estudio.
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El grupo de edad con mayor frecuencia de HAdV fue entre 6 y 11 meses de edad (53.7%),
no obstante, no hay significancia estadistica entre la GEA por HAdV y los grupo de edades
(p = 0.90), En el estudio realizado por Moyo et al., el grupo de edad de mayor frecuencia
para HAdV fue entre los 7 y 12 meses de edad, sin embargo, para su estudio la infeccién por
HAdV en ese grupo de edades fue significativamente estadistico (p = 0.04). Por otra parte, el
estudio realizado por Portal T., refiere que el grupo de edad con mayor frecuencia de GEA
por HAdV se encuentra entre 12 y 24 meses de edad.®” Esta discordancia podria deberse al
namero de nifios con episodios de GEA captados entre esas edades en el presente estudio,
puesto que solamente el 4% son mayores de un afo de edad.

Segun la estacion del afio, no se observd un patron de distribucion, asi como significancia
estadistica entre las estaciones del afio (Lluviosa = 53%; Seca = 46%) (p=0.76). En el estudio
realizado por Moyo S., et al., la infeccion por HAdV fue mas frecuente en la estacion
lluviosa, sobre la estacion seca, pero no hubo diferencia significante entre ambas estaciones
(p = 0.29), Ademas, en otro estudio realizado por Chen C., et al, en Taiwan, quienes
estudiaron las caracteristicas clinicas y epidemiologicas de la gastroenteritis viral severa en
nifios entre 2 a 60 meses de edad, reportaron que el 55% de 80 nifios con GEA ocasionadas
por HAdV, fueron durante la estacion fria (Noviembre - Abril), pero no observaron
significancia estadistica (0.07). Los resultados obtenidos en los estudios mencionados

anteriormente se relacionan con lo demostrado en el presente estudio.

Referente al sector de residencia, no existe documentacion cientifica local con la cual se
pueda hacer una comparacion a lo obtenido en este estudio, no obstante, se observa que la
mayor frecuencia de los casos GEA positivos para HAdV, 13 de los 28 episodios de GEA
positivos para HAdV se ubican en el reparto Antenor Sandino, ubicado en el sureste del
departamento de Leon. Demograficamente es una zona que no ha sido urbanizada por
completo y la ausencia de sistema de alcantarillado en algunas zonas y calles sin
recubrimiento, sumado de la diversa vegetacion que los rodea por ser una zona de pequefios

agricultores, son factores que podrian predisponer a las personas a enfermedades infecciosas.
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Del mismo modo, el hacinamiento, encontrado en un 57% (p = 0.16) de los casos de GEA

H Prevalencia de HAdV causante de gastroenteritis en nifios.

positivo para HAdV en este estudio, puede ser un factor que aumenta el riesgo de exposicion
a enfermedades infecciosas, asi lo describen algunas organizaciones como la OMS.®% Sin
embargo no hay documentacion cientifica sobre HAdV que describa el hacinamiento como
factor de riesgo para la enfermedad por este agente.

Por otro lado, la proveniencia y calidad del agua previene una proporcion significativa de las
enfermedades diarreicas. Las aguas residuales, fosas sépticas o letrinas pueden contaminar
las fuentes de agua con heces humanas, lo que representa un riesgo para la salud. En este
estudio, la mayor frecuencia de casos de GEA por HAdV se obtuvo en las viviendas donde
la fuente de agua era potable (96%) (p = 0.83), a pesar de ello, debe tenerse en cuenta que la
manipulacion y almacenamiento del agua de uso doméstico en condiciones carentes de
seguridad, también es un factor importante a ser evaluado, ademas no hay documentacion
cientifica que relacione la fuente de abastecimiento de agua como un factor de riesgo para
GEA por HAdV, esto puede ser debido a la dificultad de realizar estudios epidemiologicos

sobre un factor como el agua, a la cual toda la poblacion esta en cierta medida, expuesta.

Los servicios adecuados de saneamientos e higiene también disminuyen la proporcion de
enfermedades infecciosas, ya que un mal manejo puede estar ligado a condiciones de
insalubridad,® lo que podria propiciar la contaminacion de fuentes abastecedoras de agua
para consumo, cultivos y la multiplicacion de vectores que transmiten enfermedades o
transportan diferentes microorganismos patogenos. Se observd que en la mayoria de las
viviendas donde resultaron casos positivos para HAdV utilizaban inodoros (71%), en
comparacion con otro tipo de disposicidn de excretas, aungue sin diferencia estadisticamente

significativa (p = 0.79).

Conforme al material de piso de las viviendas, la frecuencia de HAdV en episodios de GEA
fue mayor en las viviendas donde el piso tenia recubrimiento (64%) y no muestra
significancia estadistica (p = 0.26). La importancia del recubrimiento del piso de la vivienda
recae en las condiciones higiénicas en las que los miembros de la familia se desenvuelven,
como el contacto, la humedad, la propagacion de vectores podrian ser factores que expongan

a las familias a enfermedades infecciosas.

27

Rayo N & Flores C.



H Prevalencia de HAdV causante de gastroenteritis en nifios. 5 Q) s
e;;,&!é?'
El 74% de los nifios se encontraba en estado nutricional eutrofico durante el episodio de

diarrea positivo para HAdV, sin embargo, no existe significancia estadistica entre los estados
nutricionales y la infecciéon por HAdV (p = 0.20). A pesar de que estudios previos como el
realizado por Moyo S., et al., demuestran mayor frecuencia de nifios malnutridos (75%),
tampoco refieren significancia estadistica entre los grupos (p = 0.46).4%

Solamente un episodio de GEA por HAdV ocurrié mientras la vivienda fue habitada o
visitada por otra persona con cuadro de diarrea, esto difiere del estudio realizado por Chen
C., et al., donde se encuentra que hasta en el 23.8% de los casos de GEA por HAdV, existia
otro miembro de la familia con episodios de diarrea.*® Esto puede estar adjudicado a una
mejor higiene entre los miembros de la vivienda, o bien, debido a que la edad de los nifios
dentro de este estudio, aun no les permite tener demasiado contacto con su entorno, la

probabilidad de infecciones intradomiciliares es menor.

La lactancia materna es un factor fundamental para el desarrollo de la inmunidad y proteccion
de los nifios frente a enfermedades gastrointestinales, entre otras, y ayuda a la rapida
recuperacion de las enfermedades®®, basado en ello, la OMS sugiere la lactancia exclusiva
hasta los primeros seis meses de edad, y como alimentacion complementaria hasta los dos
afios de edad.®® En este estudio se encontrd que solamente un episodio de GEA positivo para
HAdV donde el nifio no habia sido lactado a su nacimiento, sin embargo no se puede estimar
la asociacion estadistica para la lactancia materna debido a que no se cuenta con la

informacion necesaria para establecer estratos de lactancia como exclusiva o mixta.

De acuerdo a las caracteristicas clinicas, En el 75% de los casos de GEA positivos HAdV
estuvo ausente la fiebre (RP = 0.25) mostrando significancia estadistica para el grupo de
GEA negativo para HAdV (p = 0.04). Luna., et al., en un estudio retrospectivo en nifios en
busca de antigenos de HAdV en heces fecales, por EIA, encontraron que el 43.7% tubo fiebre.
Es conveniente mencionar que a pesar de que se incluyeron en el estudio a los enfermos
menores de 16 afios, solo se encontraron muestras positivas para HAdV en los nifios menores

de seis afios, siendo los nifios lactantes el grupo que predoming.”

Por otro lado, el vémito estuvo ausente en el 84% de los casos de GEA positivos para HAdV

(RP = 0.16) y muestra significancia estadistica para el grupo negativo para HAdV (0.01).
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Este resultado no concuerda con el estudio de Luna., et al., donde el vomito se presentd en
83% de los nifios y se caracteriz6 por que la duracién del sintoma fue en promedio de dos

dias.C?

La deshidratacion solamente se encontro en el 4% de los casos, ademas, no fue
estadisticamente significativo respecto a los nifios con diarrea por otras causas (p >0.99), en
contraste en el estudio de Moyo S., et al., reportaron que el 54.2% de los nifios con GEA
por HAdV se encontraban en estado de deshidratacion y se observa diferencia estadistica (p

= 0.01) entre ambos grupos.®®

La poca frecuencia de los principales sintomas de GEA en los episodios positivos para HAdV
en los nifios podria deberse a que el virus o los serotipos circulantes durante la realizacion
del estudio no provocan un cuadro de GEA severo, 0 bien, a la autolimitacion de la infeccion,
sin embargo los datos descritos en este estudio, deben interpretarse bajo cautela, debido a
que si bien la prevalencia de HAdV en episodios de GEA es relativamente baja, y los factores
que se asociaron con el, no muestran diferencia significante, no se puede obviar el hecho de
que se estudiaron nifios con episodio de GEA donde se podrian asociar otros patdgenos, de
los cuales se debe hacer también investigaciones para determinar su frecuencia y factores que

se le relacionan.
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10. Conclusion

Se determino que la prevalencia de HAdV en episodios de GEA en nifios menores de
dos afios de edad en el departamento de Ledn, fue de 10.1%.

- De los casos positivos para HAdV, predominé el sexo femenino. El rango de edades
con mayor frecuencia fue entre los 6 y 11 meses de edad. El sector con mayor nimero
de casos positivos fue el reparto Antenor Sandino. El hacinamiento era del 57%. No
se observd un patrdn para las estaciones de afio. La mayoria de los nifios se encontraba

en estado nutricional eutréfico.

- De acuerdo a las caracteristicas clinicas, el 18% presento fiebre, el 11% presentd
vomito y el 4% present6 deshidratacion.

- Ninguno de los factores asociados para los episodios de GEA positivos para HAdV

resultd estadisticamente significante.

Dando respuesta de esta manera, a nuestros objetivos de estudio.
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11. Recomendaciones

- Estudiar més de cerca la lactancia para tener un dato mas influyente en el analisis de

la informacion.

- Realizar la cuantificacion de carga viral de las muestras positivas para HAdV para
estimar el grado de excrecion del virus en episodios de GEA.

- Realizar genotipificacion de las muestras positivas para HAdV para conocer los
serotipos circulantes en un area de estudio y comparar si prevalecen los serotipos
HAdV-40 y HAdV-41 como resulta en diferentes estudios.
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ANEXO

Anexo 1. Protocolo de extraccion de ADN. QIAGEN®

1.

Extraccion de &cidos nucleicos
Se extraerd ADN viral de los especimenes clinicos utilizando el método de

extraccion segun protocolo QlAamp DNA stool Mini Kit (Cat #5104).

Procedimiento de extraccion.

Todas las muestras serdn colocadas en Coolrack antes de utilizarlas, con
el fin de mantener las muestras a temperaturas 6ptimas de viabilidad.
Agregar 0.03 gramos de 212-300 um glass beads en crioviales de 1.8
mL.

Pesar 180-220 mg de la muestra de heces y afiadir en crioviales de 1.8
mL (colocar en gradillas para crioviales de 1.8 mL).

Afiadir 1.0 mL de Buffer InhibitEX a cada criovial con la muestra.
Colocar los crioviales con la suspension, en Vortex BEAD MILL por un
minuto.

Calentar la suspensién a 70°C por 5 minutos.

Dar Vortex por BEAD MILL por 15 segundos y centrifugar la muestra a
14,000 revoluciones por minuto (rpm) por un minuto.

Agregar 15 pL de Proteinasa K en un nuevo criovial de 1.8 mL y agregar
200 uL del sobrenadante obtenido del paso 7.8.7.

Agregar 200 uL de Buffer AL y dar Vortex por 15 segundos.

Incubar a 70°C por 10 minutos. Centrifugar brevemente para eliminar
gotas en el interior del tubo.

Agregar 200 uL de etanol (96-100%) al lisado y mezclar por Vortex.
Centrifugar brevemente para eliminar gotas en el interior del tubo.
Cuidadosamente agregar 600 pL del lisado obtenido en el paso 7.8.11 a
la columna mini spin previamente. Cerrar la columna y centrifugar a
14,000 rpm por un minuto. Colocar la columna en un nuevo tubo
colector de 2 mL y descartar el tubo que contiene el filtrado.

Abrir cuidadosamente la columna y agregar 500 mL de buffer AW1.

Cerrar la columna y centrifugar a 14,000 rpm por un minuto. Colocar la
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columna en un nuevo tubo colector de 2 mL y descartar el tubo que
contiene el filtrado.

- Abrir cuidadosamente la columna y agregar 500 mL de buffer AW2.
Cerrar la columna'y centrifugar a 14,000 rpm por tres minutos. Colocar
la columna en un nuevo tubo colector de 2 mL y descartar el tubo que
contiene el filtrado.

- Centrifugar a 14,000 rpm por tres minutos. Este pasé ayudara a eliminar
los restos de AW2.

- Transferir la columna de QlAamp a un eppendorf de 1.5 mL
previamente etiquetado. Abrir cuidadosamente la columna y afiadir 200
uL de buffer ATE directamente en la membrana. Incubar un minuto a
temperatura ambiente y centrifugar a 14,000 rpm por un minuto para

eludir el ADN.

Anexo 2. Férmula para calcular el IMC.

Peso en Kg
IMC= >
(Talla en metros)

Anexo 3. Tabla de puntuacion Z para nifias desde el nacimiento a los 5 afios de edad.

Segun OMS.

IMC para la edad Ninas

Percentiles (Nacimiento a 5 afos)

E
D
2
(S
=

Meses 2
Nacimiento 2 anos 3 afios

Edad (en meses y afios cumplidos)

Patrones de crecimiento infantil de la OMS



H Prevalencia de HAdV causante de gastroenteritis en nifios.

Anexo 4. Tabla de puntuacion Z para nifios desde el nacimiento a los 5 afios de edad.
Segun OMS.

IMC para la edad Ninos

Puntuacion Z (Nacimiento a 2 afnos)

2% % Organizacion
Mundial de Ia Salud

g

afnos plidos

Patrones de crecimiento infantil de la OMS

Anexo 5. Indicadores de crecimiento para menores de cinco afios OMS. Interpretacion
del MINSA.

A Longitud/Talla para la A
Edad

Peso para Edad IMC para edad

Peso para talla
Sospecha de problema —

de crecimiento. (ver
nota 2)

Confirme clasificacion Posible riesgo de
con pesoltalla sobrepeso (Ver nota

Rangos

Por encima de 3
Mayor o igual a + 3.1
Por encima de 2
De+21a+3

Sobrepeso

Por encima de 1
De+11a-10

3
0 (X, mediana)
De+1a-10
Por debajo de -1
De-11a-20
Por debajo de -2 Talla baja (ver nota 4) | Peso bajo. Emaciado
Do=94 53 (Desnutricion cronica | (Desnutricion global (Desnutricion aguda

moderada moderada moderada

Por debajo de -3
Menor o igual — 3.1




H Prevalencia de HAdV causante de gastroenteritis en nifios.

Anexo 6. Instrumento de recoleccidn de datos del proyecto SAGE.

SAGE: Visita Mensual Version: 1IFEB2018
ID: Codigo de Nombre:

Historia Natural Inmunidad v transmision de patrones de Sapoviras
En una coborte de Nacimiento de Nicaragua

Visita Mensual
1. INTRODUZCA L4 FECHA DE HOY: (dd'mm/aaa)

=)

Hora:

INTRODUZCA EL NOMBRE DEL ENTREVISTADOR:

W

INTRODUZCA EL NUMERO DE VISITA PARA ESTE NINOYA)-

5. INTRODUZCA L4 PERSONA OUE PROVEE L4 INFORMACION (ST L4 MAMA NO ESTA,
ASEGURESE ()UE ESTA PERSONA TIENE AUTORIZACION DE L4 MAMA{ PAR4 RESPONDER):

CMadre OTioa)

Padre "\Otro miembro de la famikia
-\bue]o(a) { I\men no relacionada’mana
Hamno(a) mavor dzl nito(a) 50:11!

6. .HACAMBI4DO L4 DIRECCION, MIEMBROS DE L4 C4S4, TELEFONO, O EL CUIDADOR(4)”
SI—LLENE EL FORUMULARIO APARTE PARA ANOTAR LOS CAMBIOS
,_;NO

7. ¢ 0 2 su nino(a) ayer?
—S4ITEAL410
6Nosabe Se miega a responder

8. ;Enelqltimo mes, la madre ha recibido un muevo diaznostico de alzuna enfermedad, incluyendo
enfermadades mfaccioszas o cromicas?
(OSI(ANOIELY)

QNO
6Nosabe.' Se ni=ga a responder

9. ;En gl ultimo mes, 1a madre ha tenido ransfusion d= sangre u otro hemo-derivado?
(USI(4NOTE L4 FECHA) / / (dd'mm/aaaa)

o
Slljlosabe: Se mega a responder

10. ;Durante los ultimos 7 dias, su niBo () racibéo alimentos, formmulas o Liquidos, inchuyendo azua o téo
Iquido en 2l chupon, ademas de Jache matema?

o

(CNo sabe/ Semisza aresponder

Pazelof$



H Prevalencia de HAdV causante de gastroenteritis en nifios.

SAGE: Visita Mensual Version: 1IFEB2018
ID: Codigo de Nombre:
11. (En e ulrimo mes, &l nido (a) ha recibido un diagnostico de alzuna enfermedad, incluyendo enfermedadss
infecciosas o cromicas?
8}%1(4.\61!!.4)
0

(ONo sabe / Se nisza a responder

12 glulmnomes.eimm(a)hamdomsfnaon&smgeumhm—@vado’
(4NOTE L4 FECHA4) ! / (dd'mm/aaaa)

sabe Se miega a responder
13.; cuantas veces 2l nido (a) defaca en un periodo de 24 horas?
del { -
Q bM&sdes

14. /Que animales viven en la casa? (LE4 TODAS L45 OPCIONES ¥ MARQUE TODAS L4S QUE
APLICAN)
'Canep

Pam >‘.Latso:medecouqmma
vRatons

§ %mm
oves, o pelibusy

No sabe / Se nieza aresponder —S4ITE 414 16
15. ;Con qué animales tiene contacto directo el nito (a) (toca, acanicia, abraza, etc ) (ALARQUE TODAS L4S

LU S

OPC!!OVES QUE APLICAN)
Pamro xI.A:o o ave de compatia
: CMurczelagos
Vaca C Ouos (ESPECIFIQL‘D

oves, o pelibuey vNoaabe Se ni2za a responder
:Se lava dpicamente [as manos despues de estas actividades? (LE4 L4S OPCIONES EN TOZ ALT4)

16. Despuss de atender a alzuien enfermo ) SICONOD) No se/ Se nisza a responder
17. Antes de salir ala calle O SICNOZ) No se/ Se nisga a responder
18. Antes de comsr O SICONOD No se/ Se nieza a responder
19. Antes da preparar comsdas ) SICONOZ) No se/ Se niega a responder
20. Despuss de ir al basio O SICONOC No se/ Se nisza a responder
21. Despuss de cambiar los patales 0 SICONOD) No se/ Se nieza a responds
22. Despuss de lavar 1a ropa ) SICONOQ) No se/ Se nieza a responder
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H Prevalencia de HAdV causante de gastroenteritis en nifios.

SAGE: Visita Mensual Version: 1IFEB2018
ID: Codigo de Nombre:
23. ;Con que fracuencia usa un desinfactante para manos a hase de alcohol cuando se lava las manoes?

iempre _
sabe’ Se nieza a respondsr
24 Usted o 2lguien de su casa, hace alZ0 2 5u aZua para que 523 mas s2zuro beber?

(ONO —S4LTEAL4 35
(ONo sabe / Senieza aresponder — SAITE 41435

.Con que frecuencia usa los siguientes formas para hacer que su agua sea s2zura para beber? (LE4 L45

OPCIONES EN VOZ ALTH)

25. Utiliza filtro de agua CONunca mQSiempte
24. Hierve (_Nunca veces ':x,Siempm
27. Afiade sjia‘cloro _Nunca veces >.<Slempn
28. Filtro de arema Nunca VECES xSiempce
29. Filtro de bamro/ceramica ;:Nunca veces (_Sienpre
30. Desinfeccion solar GNunca (A veces ()Sienmpre
31. Colar a traves dz un pato ><Num:a veces-*Simpse
32. Dejarla reposar F‘Nuxa A veces -xSiengxe
33. Compara agua purificada Nunca Veces -ngnpue
34, Omo: (A veces (Simpre

35. ;Cuantos contenadores usa para almacenaraguaensucasa? — ___ (oumero)
(STES CERO, SALTE 4 L4 37)

36. /Que tipos de contensdores usa? (AM4RQUE TODOS LOS QUE APLICAN)

Tima
' vhi 0 s3b2 52 meza a responder

37. (Cuantos inodoros tepe su casa? (mumero)
bNosabe:’Seni.egaareq:omhr
38. ;Cuantas letrinas tiene su casa? {mumero)

bNosabe."Seniggaarespon&

39. Sin contar Jos piembros de su casa. ;Cuantas casas utilizan sstas instalaciones de batio?
Numero de casas
(C)No sabz'Se nisga a responder
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SAGE: Visita Mensual Version: 1IFEB2018
ID: Codigo de Nombre:
40. Sin contar su niBo(a), ; Alzun oo mibo (3) en 51 €253, Usa paales?
Qs
8&9&1& / Se ni=ga a responder
41. ;Cuancos espacios tiens su casa, incluyendo habitaciones, la sala, y Ia cocina, ¥ excluyando batios o
”

Numero total de espacios;
(UNo sabe / 52 niegza a responder

42. .Cuantas de estos espacios se usan para dorpur?
Numero de espacios utilizadas para dormr:
(CNo sabe / 52 niega a responder

43. En 13 semana pasada, ;Comio su nito alguma fruta o verdura fresca o sin cocinar?

(ONo sabe / Se nieza a responder
44. En lps ultimos 7 d=as, ;su niftio (a) comio alzun alimento que confuvo mariscos?
SI

—SAITEAL4 35
sabe / Se niega a responder — SALTE 4 L4 46

45. ;Que tipos de mariscos conio su nifo en los tltimes 7 dias? MARQOUE TODOS LOS QUE SE APLICAN:
(_Pescado

almejas, mejillones, caracol. pulpo
sabe / Se mega a responder
46. En los ultimos 7 dias, ;su nifio (2) comio alzun alimento fuera de su casa?

SAITEAL448
sabe | Se niega a responder-—S4ITE 4 L4 45

de [a familiar 0 amigo
ida de Ia calle
ida del mercado

47. %::mé fuera de su casa? MARQOUE TODOS LOS QUE SE APLICAN:

sabe’ Se mieza a responder
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SAGE: Visita Mensual Version: 1FEB2018
1) 4 S Codigo de Nombre:

48. &losn!nmos 7 6233 su nifo (2) comparto una botalla o un vaso con otra persona?
E No sabe / Se niega a responder

49. En los ultimos 7 daas, ;asistio su nito (2) 2 alzuna rumion social, mchryendo eventos familiares, festas
de cumpleatios, etc.?

(ESPECIFIQUE):

(UNo sabe / Se nisza a responder

50. En lps ultimos 7 dias, ;2sisto su nito (2) a la zuardenia (um Juzar que cuxda a 4 0 mas nifios)?

sabe | Se ni=ga a responder

51. Enlos ultimos 7 dias, ;cuantas veces se reunio con nios/as fuera de su casa?
VECes POT semana
(Z)No sabe / Se niegza a responder

52. En lps ultimos 7 dias, ;juso su niBo (a) aansporte publico?
SI

0
Jo sabe / Se nisza a responder

53.%6@7&5.;mﬂb@)fmamoabﬁm¢?
SNO— SALTE 414 55
sabe [ Se nieza a responder-—S4ITE 4 L4 55

54. ;Donde nado o bato? Marqus todos los que aplican:
g0 0 1o
2ano

g%z;:"jeniepam

55. En los ultimos 7 dias, ;su nifio (2) fuvo contacto on una persona que vive DENTRO DE SU CASA que
Eus?amﬁ:mdodenm

81}:00“& / Se niega a responder
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SAGE: Visita Mensual Version: 1IFEB2018
ID: Codigo de Nombre:

56. ,Enlosu!nw 7 d2as, su nifio {2) NIV COBtACto con uma persona que vive DENTRO DE SU CASA que
estaba con VOMITO?

(o]
gosabe:&niegaaw
57. Enlos ultimos 7 dias, ;Su nifio (a) fuvo CONtacto con uma persona que vive FUERA DE SU CASA que
estaba sufiendo de DIARREA?
QOsI
o
sabe/ Se mieza a responder
58. En los ultimos 7 dias, ;Su nifio (2) 0 fuvo contacto con uma persona que vive FUERA DE SU CASA que
estaba con VOMITO?
(U)No sabe / Se nieza a responder
59. En lps ultimos 7 dias, ;se ha interrumpido el abastecimianto de agua de su casa?
SI

TEAL406]
sabe / Se niega a responder—SA4LTE 4 14 6]

60. ggcmsxgm mamam&xmehmmmpaon MARQUE TODOS LOS QUE SE APLICAN

pvmﬁcado

canuones

sabe / Se miega a responder

61. Muestrame los luzares en la casa donde normalmente s lava las manos.
OBSERIT.‘ ST EL JABON ESTA PRESENIE EN:
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SAGE: Visita Mensual Version: 1FEB2018
ID: Codigo de Nombre:

HISTORI4 DE VACUNACION CONTRA ROTAVIRUS PAR4 NINOS/AS DE 2 MESES O MAYOR:
“;Puedo mirar la tayjeta de mmunizacion de su niviofa)”"

COPIE L4S FECHAS DE L4 TARJETA EXACTAMENTE. SINO TIENE TARJETA, INFORME 4 LOS
COORDINADORES DEL ESTUDIO.

O NINO{A) YA COMPLETO L4 ESQUEMA, 0 H4 CUMPLIDO UN ANO DE EDAD (SALTE AL4 64)

[Rotarix | .El nito (a) recibeo 1a vacma’
dosis  |— — Localidad donde el/ella fue inmumizado/a
S: No Noha |Fecha
cmnplido | (dd'mm'aa)
2
“doats | 02-1 02-2 02-3
(CPerla Maria Norori O Fundeci
Q\-‘illa 23 de Julio ;‘ El Calvarito
(Walser Ferzet Ammocen
() ben Daro o Salinas Grandes
( Am x,Ocro pussto
(JAntenor Sandino (Clmica Privada
2°dosis | 63-1 63-2 63-3
QPerh Marna Norori QFundeci
Nilla 23 de Julio Q) El Calvanito
alter Ferreti PAmocen
®Santa Ana ;Ouo Duesto
7 Antenor Sandino Clmica Privada

64_; Ha tenido el nifoz) diarrea en los ultimos 7 dias? ;

L4 DIARREA ES CUANDO HAY UN AUMENTO HASTA 3 O MAS DEPOSICIONES SUELTAS O
LIQUIDAS EN 24 HORAS [PARA NINOS MENORES DE 2 MESES PUEDE REFERIRSE A
PREGUNTA 20 PAR4 VER SI H4 AUMENTADO EL NUMERQ DE DEPOSICIONES EN 24
HORAS.] TAMBIEN SE CONSIDERAR ST HAT UN CAMBIO IMPORTANTE COMO SANGRE
EN LAS HECES O ABUNDANIE LIQUIDO, AUNQUE SEAN MENOS DE 3 DEPOSICIONES
EN 24 HORAS.

';'SI — CONTINUE 4 L4 65 Y COMPLETE EL FORMULARIO PARA DI4RREA Y/O VOMITO

| INO

'51\'0 sabe / Se niegs a responder

65. (Ha vomitado su nifio (2) (a0 solo regurgitacion despuss de comer) en los ulamos 7 dias?

';GI — COMPLETE EL FORMULARIO PARA DI4RREA Y/O VOMITO
ovnNO
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SAGE: Visita Mensual Version: 1IFEB2018

ID: Codigo de Nombre:
(C)No sabe / Se niega a responder

*PESE AL NINO(4) DOS VECES. SI LOS RESULTADOS SON DIFERENTES POR MAS DE 100
GRAMOS, PESE AL NINO(A) UNA TERCERA VEZ, Y REGISTRE CADA PESO.

INTRODUZCA EL PESO DEL NINO (SOLO PANALES LIMPIOS):

65. Primera vez- £ Peso en GRAMOS
67. Sezunda vez: g
68. Tercera vez g (ST L4 DIFERENCIA4 ES MAS DE 100g)

MIDE AL NINO(4) DOS VECES. ST LOS RESULTADOS SON DIFERENTES POR MAS QUE 1 CM,
MIDE AL NINO(4) UNA TERCERA VEZ, ¥ REGISTRE CADA PESO.

INTRODUZCA L4 TALL4 (LONGITUD) DEL NINO(A) (<24 meses):

69, Primera vez: cm Longmitad en CM
70. Segunda vez: m
71. Tercen vez cm (ST L4 DIFERENCI4 ES MASDE 1 CM)

RECOLLECTE LAS SIGUIENTE MUESTRAS:

72. (CMuestra de leche materna: (facha) (hora)
madre ya po amamanta a su mBo(a)

(OEsta muestra no se obtuvo (especifique)

73. CMuestra de saliva del nino (a) (hisopo): (fecha) (hora)
(Esta muestra no se aplica en esta visita por cumplir mas de 2 messs
(CEsta pmestra po se obtuvo (especifique)

74, COMuestra de saliva del nifio (a) (pipeta): (facha (hora
(Esta muesta m:e obt;l:l: (;Zpedﬁqge)( ; :
75. OMusstra de heces del nimio (a) (facha) (hora)
Esta mmesma 1o e obauvo (especifique)
76. COMusstra de sangre del nifioa de 6 semanas o 5/12/18/24/30/36 meses: (fecha) (hon)

()Esta nmestra no se aplica en esta visita por no cumplir la edad
(CEsta mmuestra se aplica pero no se obeuvo (especifiqus)

FIN: AGRADEZCA AL PARTICIPANTE
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Anexo 7. Instrumento de recoleccidn de datos del proyecto SAGE.

SAGE: Fornmlario para diarrea y/o vomsto Version® IFEB2018
ID: Codigo de Nombre:

FORMULARIO PARA DIARREA ¥ VOMITO
COMPLETE ESTE FORMULARIO SOLAMENTE PARA EPISODIOS DE DIARREA Y/O
VOMITO
1. INTRODUZCA L4 FECHA DE HOY: (dd'mm/aaa) /

[

Homa: __:__
3. INTRODUZCA EL NOMBRE DEL ENTREVISTADOR:

4. INTRODUZCA EL NUMERO DE VISITA PARA ESTE NINO(A):
4a. PAR4 UN EPISODIO DE DI4RREA ENTRE DOS VISITAS RUTINAS, MARQUE AQUT Q)

5. Sezm el cuestionario, ;el nifio(a) ha tenido diarrea y/o vomito an los witimos 7 dias? (AL4RQUE TODOS
gUZ.f SE APLICAN)

(OVomito

6. Cual es el estado de este episodio de diamea /o vomito?
(CNusvo episodio (Se define por una intarrupcion en los sintomas por 3 dias o mas)
(CSezuimiento de un episodio ya reportado (Se define por sintomas continuas desde el comienzo del
episodio, con imesrmupcionss de 2 dias o menos.)
(CSezuimiento de un episodio DE SAPOVIRUS ya reportado

SI EL NINO/A HA TENIDO VOMITO SIN DIARREA EN LOS ULTIMOS 7DIAS, SALTEALA 10

7. Cual es la fecha en que comenzo 1a diamea? MOSTRAR 4 LOS CUIDADORES UN CALENDARIO Y
MARQOUE L4 FECHA

(ONuevoepisodio: __ _ /__ _ /__ _  (dd/mm/aaa)
(OSezwmiento de un episodio ya reportado

8 . Cual fue el mmeero maimo de deposiciones por periodo de 24 horas que expermento e mito (a) desde
que comenzaron Jos snromas?

(mimero, rango 1-20)

(_No sabe / se p220 a responder

9. .Cuil es 1a facha en que terming 1a diarrea” MOSTRAR 4 LOS CUIDADORES UN CALENDARIO ¥
MARQUE L4 FECHA

Eﬁdimasigneencnm

(dd / mm / aaaa)

SI EL NINO/A HA TENIDO DIARREA SIN VOMITO EN LOS ULTIMOS 7DIAS, SALTEALA I



