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RESUMEN

La diarrea aguda es una de las principales causas de enfermedad
especialmente durante la edad pediatrica. La gran parte de los casos tiende a ser
autolimitada, el agente bacteriano causante tiene un aislamiento muy bajo.

La disminucién de la mortalidad por diarrea aguda infantil puede dar la falsa
impresion de que es un problema superado. Sin embargo la morbilidad no ha
disminuido en la misma relacion que la mortalidad.

La causa mas comun de gastroenteritis en la poblacién de nifios menores de
5 afios se debe a infecciones por virus.

El virus principal causante de las gastroenteritis es el Rotavirus el cual suele
infectar a nifios como adultos, el cual se observa con mayor frecuencia en otofio e
invierno, asi mismo, un nifio infectado elimina 100 billones de particulas virales por
gramo de deposicion.

El virus se elimina en las heces por un promedio de 4 dias, y su principal
sintoma es el vomito, fiebre y diarrea.

En la actualidad existen diversas técnicas de diagnostico para el rotavirus las
cuales tienen un bajo costo y se obtienen los resultados en un menor tiempo.

Las principales técnicas de diagnéstico son: Microscopia electronica,
Inmunocromatografia, Inmunoensayo ligado a la absorcién de enzimas (ELISA),
Aglutinacién de latex y Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Esta ultima técnica de PCR no es tan utilizada como las demas ya que es de
un costo mayor pero es de mucha utilidad.

El tratamiento debe prevenir o corregir la deshidratacion, mantener la

hidratacion y evitar la mala nutricion. En la mayoria de las ocasiones, esto se logra

X



mediante una correcta rehidratacion oral. Por eso es indispensable crear mas
campanfas de salud para prevenir estas enfermedades que en la actualidad pueden

ser tratadas sin llegar a casos fatales.
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1. GENERALIDADES

La enfermedad diarreica es una manifestacion de etiologia multicausal en la
gue el evento primario llega a ser la interaccién del organismo, cuyo origen en
México se encuentra asociado en la mayor parte de los casos a agentes
infecciosos virales, bacterianos y parasitarios.*?

Los sucesos secundarios corresponden a las consecuencias del dafo
ocasionado por estos agentes al organismo, especificamente al epitelio digestivo,
en forma de perdidas anormales de agua y sales, en la alteracién en la digestion y
absorcion de nutrimentos y, secundariamente, en la afectacion del estado de
nutricion y el desarrollo de alergia alimentaria.?

Los mecanismos de accion de los agentes infecciosos ligados con la
enfermedad diarreica son muy variados, mientras que los virus no pueden inducir
respuesta inflamatoria, en las infecciones por bacterias enteroinvasoras llegan a
presentarse evacuaciones con moco y sangre, ademas de leucocitos en las
heces.?

La gastroenteritis aguda establece uno de los motivos méas importante de
demanda en las consultas de atencion pediatrica, tanto primaria como
especializada, y aunque la gran parte de los nifios afectados que viven en paises
desarrollados, tienen sintomas leves o moderados, no hay que olvidar que todavia
son una de las causas principales de mortalidad en los paises en vias de

desarrollo.®



1.1. Etiologia

La diarrea aguda se define segun la OMS como la "eliminacion de heces liquidas o
semiliquidas en nimero mayor a tres durante un periodo de 12 horas, 0 bien una
sola deposicion con moco, sangre o pus durante un maximo de dos semanas". Si
bien en lactantes y por razones obvias se considera diarrea aguda a todo
"aumento del nimero de deposiciones o disminucién de su consistencia".*

A nivel mundial la diarrea es la segunda causa de muerte después de las
enfermedades cardiovasculares.”

El rotavirus es la causa mas frecuente de deshidratacion aguda infantil por
diarrea en paises desarrollados, siendo su maxima incidencia en edades entre 3 'y
15 meses de vida. *

En la tabla 1 se muestran los principales virus productores de gastroenteritis
en el ser humano, que son los rotavirus, calcivirus, astrovirus y adenovirus.’

Otros virus, semejantes como los coronavirus, torovirus, picobirnavirus y
picornavirus (virus Aichi) sonde igual manera causa de diarrea, pero con una

menor trascendencia epidemioldgica. °

Estos virus causan enfermedades en casi todos los mamiferos y aves.®



Tabla 1. Virus productores de gastroenteritis en la especie humana.®

Rotavirus (grupos A, B, C)

Calcivirus: virus tipo Norwalk (NLV) y tipo Sapporo (SLV)
Astrovirus

Adenovirus entéricos (serotipos 40y 41)
Coronavirus-like

Torovirus

Virus Aichi (Picornaviridae)

Picobirnavirus




La etiologia de las diarreas se puede desglosar de la siguiente forma:

Viral. Esta tiene un inicio brusco, con vémitos y fiebre que preceden en
varias horas al comienzo de la diarrea. Los rotavirus son la causa mas
comun especialmente en lactantes y nifios pequefios, lesionan las
células epiteliales del intestino delgado, produciendo tumefaccion,
vacuolizacion y necrosis a causa de sus enterd toxinas. Produce
cambios en la microcirculacion alterando la absorcién de nutrientes y
liquidos lo que ocasiona una diarrea osmética’.

Bacteriana. Generalmente en nifios mayores. Con condiciones
deficitarias de higiene y alimentacion. Las diarreas son acuosas con
moco Yy pueden contener sangre. La diarrea se produce por 3
mecanismos: 1. Liberacién de enterotoxinas (Vibrio cholera, Escherichia
coli enterotoxigenica), 2.Enteroinvacién (Escherichia coli
enterohemorragica), 3. Proliferacion intracelular (Shigella) esta dltima
suele ocasionar alteraciones en el sensorio, convulsiones y coma por
liberacién de neurotoxinas.’

Parasitaria. Transmitida por via ano-mano-boca, Entamoeba histolytica
puede causar diarrea mucosanguinolenta con poco compromiso de
estado general. Debido a que hay infinidad de agentes causales de las
diarreas agudas en la tabla 2 se mencionan los que aparecen con mayor
frecuencia, Crystoporidium y Giardia lamblia si bien se asocia a diarrea

prolongada, puede dar episodios de diarrea aguda.’



TABLA 2. Agentes frecuentes en diarreas agudas ’

Etiologia

Forma de transmision

Virales

Rotavirus

Adenovirus

Enterovirus
Bacterianas

E. coli enterotoxigénica
E.col ienteroadherente
E.coli enteropatogena

Salmonella no typhi

Staphylococcus aureus

Vibrio cholerae

Yersenia
Proteus mirabilis

Parasitarias

Giardia lamblia
Cryptosporidium
Entamoeba histolytica
Balantidium coli

Isospora belli

Fecal-oral
Respiratoria

Fecal-oral

Alimentos contaminados incluyendo huevo crudo

Alimentos contaminados por manipulacién de
personas

Agua y alimentos contaminados

Alimentos y aguas contaminadas

Los quistes pueden sobrevivir mas de 3 meses
Persona-persona

Persona-persona

Personas inmunocomprometidos

Personas inmunocomprometidos




2. ANTECEDENTES

Hacia la década del afio 1940 se sospechaba que los virus podian ser una
importante causa de gastroenteritis, aunque la etiologia permanecia oculta en
muchos casos®.En el afio de 1960 no existian evidencias fidedignas donde se
mencionara que los virus causaran diarreas, pero el vinculo de esta se dudaba, a
raiz de algunos estudios en los cuales se aplicaron filtrados fecales de pacientes
con “diarrea no bacilar y no amibica” a voluntarios que se enfermaron de diarrea.’

Para el afio de 1973 el rotavirus humano fue revelado cuando se observé
mediante microscopia electrénica en la biopsia intestinal de un nifio australiano
con diarrea aguda grave.'® *'De igual manera en ese afio el virus del rotavirus fue
identificado como la fuente principal de diarrea en lactantes y nifios pequefios,
tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo.*?

Las enfermedades diarreicas hasta el dia de hoy siguen siendo un
problema de salud mundial y aunque hay variaciones geograficas con respecto a
la epidemiologia, en 1976, Rohde y Northrup estimaron que 5 a 18 millones de
nifos morian cada afio a causa de un evento por gastroenteritis, principalmente
los paises de América Latina en el cual se incluye a México donde se siguen
reportando altos indices de morbimortalidad.*®

En México a principios del afio de 1980, las gastroenteritis estaban dentro
de las cinco primeras causas de mortalidad en preescolares.

Las consecuencias de este importante problema de salud publica, ademas
de las pérdidas de vida, es el elevado costo para los sistemas locales de salud y el

impacto principal que este origina en el estado de nifios menores de 5 afios.*



Se ha estimado en igual relacion que en los paises en desarrollo hay
aproximadamente entre 2.2 a 3.5 eventos de diarrea por nifio por afio. No obstante
gue los eventos de diarrea suceden con una constancia menor en paises
desarrollados, la incidencia de diarrea es aun calculada entre 1.3 a 2.3 episodios
por niflo por afio, o entre 21 a 36 millones de episodios por afio entre 16.5 millones
de nifios menores de 5 afios de edad.*

En los estados Unidos de Norte América, los nifios menores de 5 afios de
edad experimentan 20 a 35 millones de episodios de diarrea por afio lo cual
surgen en un promedio de 220,000 hospitalizaciones en este grupo de edad con
un promedio de 924,000 dia/hospitalizacion y entre 325 a 425 eventos de decesos
sobre todo en pequefios menores de un afio y en cuanto a los porcentajes de
morbilidad los infantes menores de 3 afios de edad presentan entre 1 a 2
episodios de diarrea por afio.*®

Mientras que para México en areas urbanizadas se ha indicado que un nifio
padece de 2 a 4 episodios de gastroenteritis por afio con una prevalencia en las
edades de 6 a 11 meses.*®

En el afio 2000 de acuerdo a las estadisticas de la Organizacion Mundial de
la Salud, el 13 % de los decesos se debieron especialmente a diarrea aguda.
Mientras que para el afio 2001 en la ciudad de México, la mortalidad fue del 4.4%
por cada 100,000 nacimientos en la poblacién infantil.**

Debido a los grandes avances de este siglo, como el uso de sales de
hidratacion oral y el establecimiento del Programa de Control de Enfermedades
Diarreicas por la OMS, ha sido indiscutible la disminucion de la mortalidad infantil

por enfermedad diarreica en México.™



3. OBJETIVOS

3.1. ObjetivoGeneral

Conocer los puntos relevantes acerca de los Rotavirus y Gastroenteritis en nifios,
asi mismo saber cudles son los indices de morbilidad y mortalidad en los menores

de 5 afios

3.2. Objetivos Especificos

» Realizar una revision bibliografica acerca de los agentes causales de las
diarreas agudas

» Identificar el rango de edad susceptible para adquirir gastroenteritis aguda
grave provocada por el virus del rotavirus.

» Describir los distintos métodos de identificacion utilizados para casos de
determinacion para rotavirus humanos.

 Conocer las manifestaciones clinicas, epidemiolégicas, prevalencia,

diagndstico y vacunas existentes.



4. INTRODUCCION

La Gastroenteritis aguda grave (GAE) Es una enfermedad intestinal de
origen infeccioso que primordialmente se presenta con diarrea, fiebre y vomitos,
esta suele ser autolimitada.®

La fiebre y los vomitos son mas importantes durante los primeros dias de la
enfermedad, lo que causan problemas para la rehidratacion oral y muchas veces
determina la internaci6n.*®

Pero pese a esto la diarrea acuosa, fiebre y vomitos, suelen perdurar entre
3 y 8 dias. No obstante, se han registrado diarreas de hasta 22 dias y, en nifios
pequefios, llega a ser atin mas prolongada que en nifios mayores.'®

En conjunto es un sindrome de variada etiologia y formas clinicas

clasificado por un incremento del nimero de deposiciones en 24 horas.*’
Debido a las caracteristicas fisiolégicas del niflo, se debe saber que la
sintomatologia de la diarrea es inespecifica en la infancia, en particular en los mas
pequefios debido a que su existencia podria haber sido ocasionada por otra
patologia no digestiva.’

Desde un punto de vista fisiopatoldgico, la gastroenteritis se conceptia
como la pérdida de agua y electrolitos en proporciones mayores a lo normal en las
heces.!’

En los niflos pequefios se estima un volumen normal fecal de hasta
10g/Kg/dia, a partir de la edad preescolar, pero se considera dentro del rango un

volumen de 200g/dia como en las personas adulto.’



Pese a que la gastroenteritis aguda es el motivo mas usual de este
sindrome, otras entidades pueden relacionarse con la misma sintomatologia, por
ejemplo: enterocolitis necrotizante, septicemia, meningitis bacteriana aguda,
sindrome hemolitico urémico, fibrosis quistica, infeccion urinaria, infecciones
otorrinolaringolégicas, miocarditis, miocardiopatias y otras.*®

Se puede observar en la figura 1 las muertes a nivel global producidas por
RV. El descenso de la mortalidad por diarrea aguda infantil (DAI) en los paises de
Asia, Africa y América Latina, estaban asociadas al uso de la terapia de

rehidratacién oral promovida por la OMS™.
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Figura 1.Mapa mundial de la estimacion global de las muertes causadas por
rotavirus.?

Cada punto indica 1,000 muertes de infantes debidas a la gastroenteritis producida
por rotavirus.
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5. ROTAVIRUS

En el mundo, el rotavirus es la fuente principal de gastroenteritis aguda con
diarrea grave y deshidratacién en menores de 5 afios.*®
Son un grupo de virus de gran dispersion que infectan a diversos vertebrados,
incluido el hombre, durante los primeros dias de vida.*®

En el afio de 1985 Zoysa y Feachem difundieron su revision historica de la
prevalencia mundial de la enfermedad por rotavirus, sus analisis sefialan que el
rotavirus representa el 6% de los episodios de diarrea y 20% de las muertes
causadas por diarrea.?°

Los rotavirus originan epidemias en centros de cuidado diario y ancianatos.
Ademas son causa comun de infecciones nosocomiales en los hospitales; asi
mismo originan frecuentemente infecciones asintomaticas en retenes de recién
nacidos. Son ligeramente mas frecuentes en los varones que en las hembras,
aunque no existe consenso en este sentido.?*

El pico de incidencia de la enfermedad es mas comun entre los 3 y 23
meses de edad, pues en los primeros 3 meses de vida, los nifilos son protegidos
por los anticuerpos maternos y la lactancia materna.**

La infeccion en adultos es por lo regular asintomatica, aunque en ocasiones
se ven los sintomas en los padres de nifios infectados, en pacientes
inmunocomprometidos, y en adultos dela tercera edad.*

La diarrea por rotavirus sucede primordialmente durante los meses de
otofio e invierno en los paises de climas temperados; esta estacionalidad es

menos marcada en los paises con clima tropical.*
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Existe factores que imposibilitan el control institucional de rotavirus: la
excrecion viral es empezada antes de la presencia de sintomas, descubriéndose
particulas virales en deposiciones desde aproximadamente 48 horas antes del
inicio del cuadro clinico.??

Un nifio infectado elimina 100 billones de particulas virales por gramo de
deposicion, el virus se elimina en las heces por un promedio de 4 dias, pudiendo
ser mayor a 30 dias en pacientes inmunocomprometidos 0 en quienes siguen con
diarrea severa y excrecion viral inestable desde 4 a 57 dias.?

El rotavirus se dispersa por via fecal oral siendo en nifios relevante la
contaminacion de las manos de sus cuidadores, los fémites o superficies, en
lactantes, contribuye ademas del frecuente contacto cercano, el uso y la practica
del cambio de pafales, identificandose como de alto riesgo para la transmision del
rotavirus.??

Se ha localizado en depositos de pafiales, juguetes, griferias, areas de
cambio de pafiales y ademéas de preparacion de alimentos, revelando que este
agente se difunde méas alla del é&rea directamente contaminada con
deposiciones.?

Finalmente este virus puede sobrevivir dias 0o semanas en zonas
ambientales y mantenerse viable en las manos hasta por 4 horas.*

5.1. Caracteristicas viroldgicas

En base a la morfologia de estos virus, en la figura 2 se muestra su
apariencia al microscopio electronico la cual es de una rueda de carreta antigua,

dichos virus fueron descritos con el nombre de rotavirus, del latin rota = rueda.?® %*
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Pertenecen a la familia Reoviridae y sus particulas miden aproximadamente
70 nm. Es un virus acido ribonucleico (ARN) de doble cadena, enllsegmentos,
presentan tres capas: la capa externa, la capa interna y el niicleo.?* =*

Estos virus estan clasificados en grupos, subgrupos y serotipos de acuerdo
a propiedades de las proteinas de la cépside. Los cuales codifican 6 proteinas

estructurales (VP1, VP2, VP3-, VP4, y VP6, VP7) y 5 proteinas no estructurales

(NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5).*
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Figura 2 Particulas de Rotavirus visualizadas mediante inmunomicroscopia
electronica, de un filtrado de heces de nifios con gastroenteritis aguda
grave.”
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Los miembros de esta familia de virus presentan las siguientes
caracteristicas comunes:
I.  Las particulas virales tienen una geometria icosaédrica
[I.  No se encuentran envueltas por una membrana lipidica
IIl.  Tienen un genoma compuesto por segmentos de ARN de doble cadena
IV. ElI ARN gendmico no es infeccioso pese a la ausencia de las proteinas
virales
V. La particula viral tiene todas las enzimas necesarias para la elaboracion
de sus ARNs mensajeros; y
VI.  La replicacién viral se realiza exclusivamente en el citoplasma de la
célula.®
Se han reconocido 7 grupos antigénicos (A, B, C, D, E, F y G). Los serogrupos A,
B, y C son comunes en animales y humanos mientras que los serogrupos D, E, Y

F, solo se presentan en animales.®
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El grupo A radica en dos subgrupos que tienen al menos 14 serotipos diferentes
donde los serotipos 1-4 son los aislados comunmente.

El Rotavirus del grupo A pertenece a la familia de los reovirus y es la causa
mas frecuente de diarrea infantil severa en nifios de 6 a 24 meses causando las
muertes de los menores en todo el mundo.*

Este virus tiene como huésped o reservorio al hombre, primates, caballo,
cerdo, perro, gato, conejo, ratdén, vaca, pajaros, etc. Los virus del grupo B han
causado grandes brotes de gastroenteritis en adultos y nifios, pero solamente a
China ha afectado.®® %

Los serotipos definidos por la glicoproteina VP7 se denominan G y los
definidos por la sensibilidad a las proteasas de la VP4, se denominan P, llevan a
cabo la produccion de anticuerpos neutralizantes y estan involucradas con la
inmunidad protectora. Los serotipos G1, G2, G3, G4 y G9 del grupo A son los de
mayor frecuencia.” %

Existen 15 serotipos G y 14 serotipos P. Para los serotipos G se analiza una
correcta correlacion entre serotipo y genotipo. Sin embargo, para el Serotipo P no
se observa esa correlacion. Se encuentran 20 genotipos P, constantemente
denominados por un nimero de 1 a 20 esto en corchetes, un ejemplo de ello seria
P [4]. Los genes que codifican antigenos G y P se agregan indistintamente, lo que
facilita contemplar distintas combinaciones de G y P.*°

Cuatro cepas destacan en todo el mundo, incluyendo Latinoamérica, por lo

gue en la figura 3 se muestran las distribuciones de las cepas: G1P [8],
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Figura 3. Distribucion de cepas de rotavirus a partir de una coleccion global
de 2.748 cepas.”®
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encargada de la mayoria de las infecciones; G2P [4], G3P [8] y G4P [8]. Ademas
de estas cuatro, se han puntualizado otras con el serotipo G5, G8y G9. E serotipo
| 39

G9 podra ser considerado el quinto serotipo de importancia mundia

5.2Estructura De La Particula Viral

Estudios llevados a cabo, utilizando criomicroscopia y reconstruccién de
imagenes, han posibilitado la realizacion de analisis detallados de las
caracteristicas estructurales de la particula viral é viridn, con una resolucién de
aproximadamente 26 A.*°

El virion maduro se encuentra formado por tres capas concéntricas de
proteina que engloban al genoma viral. La capa externa del virion estd compuesta
por 780 moléculas de la glicoproteina VP7.%

De esta capa lisa se proyectan 60 espiculas de aproximadamente 12 nm de
longitud constituidas por dimeros de la proteina VP4; la base de estos dimeros de
VP4 interacttian con la capa intermedia del virién.*

Esta capa intermedia, de aproximadamente 10 nm de grosor, consta de 260
unidades morfologicas constituidas por trimeros de la proteina VP6, dicha proteina
es la mas abundante del virus, constituyendo aproximadamente el 50% de la
proteina total del virion. La capa intermedia, a su vez, rodea a la capa mas interna
del virion o nucleocéapside, que esta formada por 60 dimeros de la proteina VP2, la
cual engloba al genoma viral.*°
Una copia de la proteina VP1 y una de VP3, estan vinculadas con la cara

interna de la capa de VP2 y ubicadas en los doce vértices del icosaedro, donde se

ha manifestado que realizan su funcion de replicar y modificar los genes del virus.
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Asi mismo dentro de esta nucleocapside se encuentran los once segmentos de
ARNdc que forman el genoma del virus. *°

Los estudios de criomicroscopia electronica han evidenciado que estos
segmentos de ARN parecen estar ordenados geométricamente al interior de la
particula, y se ha propuesto que de los aproximadamente 18,500 pb que
constituyen al genoma viral, cerca de 4,500 pb estan constituidos con una simetria
gue parece depender del ensamble icosaédrico de VP2, la cual al tener contacto
con los segmentos de ARN, induce en estos su organizacion.*

Tomando en conjunto todas estas observaciones, se ha sugerido que las
proteinas VP1, VP2 y VP3 estan implicadas en la organizacion del genoma dentro
de la nucleocapside mediante interacciones ARN-proteina.*

La presencia de cada una de las capas proteicas del virus, asi como las
interacciones que hay entre VP7 y VP4, y de estas proteinas con VP6 han sido
ratificadas mediante la produccién de Pseudo-particulas virales, donde se puede
observar en la figura 4, la co-expresion de los genes que codifican para cada una
de estas proteinas (VP2, VP6, VP4 y VP7).%*°

Se han demostrado que las proteinas virales tienen la habilidad intrinseca

de auto-ensamblarse.*°
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Figura 4. Asignacion de las proteinas codificadas por el genoma de rotavirus. 3

La imagen muestra el fragmento genético que codifica para cada una de las
proteinas y la ubicacion en el virion de las proteinas estructurales de rotavirus.
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Por criomicroscopia electronica se ha observado que la particula viral
completa contiene 132 canales acuosos, que se han clasificado en tres grupos (I,
II, Ill) dependiendo de sus caracteristicas de simetria y tamafo. Estos canales,
atraviesan a la particula viral desde la capa externa hasta la nucleocapside.
Aungue no es claro el papel que desempefan estos canales durante el ciclo de
replicacién del virus, no obstante se ha sugerido que podrian estar involucrados en
la entrada de los metabolitos necesarios para la transcripcion del ARN dentro de la
particula de doble capa, como la salida de los transcritos virales.*

Actualmente al observar por criomicroscopia electronica particulas virales
activas en el proceso de transcripcion, se ha descubierto que los ARNm virales
salen de la particula a través de los canales tipo I, que se encuentran ubicados en
los 12 vértices de la particula icosaédrica, en los que de igual manera se localizan

las proteinas VP1y VP3.%°
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6. GENOMA

El genoma del rotavirus esta constituido por once segmentos de ARNdc,
donde podemos ver en la tabla 3 que los tamafos varian de aproximadamente
660 pb del gen mas pequefio, hasta aproximadamente 3300 pb para el gen mas
grande, entre otras muchas caracteristicas.**

Esta diferencia de tamafos permite que estos segmentos al ser separados
electroforéticamente presenten un patrén caracteristico, tipico y Unico para los
rotavirus, lo que ha sido la base para desarrollar un método diagndstico para estos
virus.**

En este modelo la capa externa esta formada por 780 copias de la
glicoproteina VP7 (38KDa) y de 120 copias de la proteina de la espicula VP4
(88KDa). Las 780 copias de VP7 se organizan como 260 trimeros formando una
red icosaédrica con simetria T=13.%

Una caracteristica exclusiva de rotavirus respecto a los demas miembros de
la familia es la presencia de 132 canales acuosos que comunican las dos capas
externas; ene estos canales se insertan 60 espiculas bilobuladas que
corresponden a dimeros de VP4. Estas espiculas estan unidas a la capa inferior
por un gran dominio globular. Esta capa exterior es la responsable de la union al

receptor celular, adherencia y entrada a la célula.*?
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Tabla 3. Propiedades y funciones de las proteinas codificadas por los segmentos de ARN

bicatenario del genoma del rotavirus SA11*

Tamarfio en  Localizacién Funciones
Producto aadela en la
génico proteina particula
(Da) virica
ARN polimerasa ARN dependiente.
VP1 1.088 Capside interna  Parte del complejo minimo de replicacién
(125.005) Parte del complejo de transcripcion junto con
VP3
881
VP2 (102.431) Capside interna  Proteina estructural de la capside interna
Parte del complejo minimo de replicacion
Parte del complejo de transcripcién junto con
VP3 835 Capside interna VP1
(98.120)
Forma la espicula de la capside externa
VP4 776 La infectividad viral se potencia con el corte
(86.782) proteolitico con tripsina de VP4, dando lugar a
529 VP5* y VP8*
VP5* 247-776 Capside externa  Unién receptor, adherencia y entrada a la célula
(60.000) (espicula) Hemaglutinina
Determina el serotipo P
2471 Proteccion
VP8* 1-247
(28.000)
Unién especifica al extremo 5’ de ARnm
NSP1 495 No estructural Interacciona con el factor 3 de regulacion del
(58.654) interferén
Proteina mayoritaria del virién. Forma la capside
VP6 (T13) 397 Capside intermedia
(48.160) intermedia Determina el antigeno de subgrupo
Posible implicaciéon en proteccién (mecanismo
desconocido)
Unién especifica con el extremo 3’ del ARNm
NSP3 315 No estructural Une a el FG4G1 y circulariza al ARNM en el
(34.600) complejo de iniciacién
Regulacion de la traduccion viral y parada de la
traduccién celular
317 Implicada en la formacién del viroplasma junto a
NSP2 (36.700) No estructural NSP5
Glicoproteina estructural de la capside externa
VP7 326 Céapside externa  Determina el serotipo G
(37.368) (glicoproteina) Proteccion
Enterotoxina
NSP4 175 No estructural Receptor para la gemacion de las particulas de
820.290) doble capa a través del reticulo endoplasmatico
Proteccion
Movilizacién del calcio de la célula hospedadora
NSP5 198 Actividad quinasa potenciada por NSP2
(21.725) No estructural
92 No estructural Interacciona con NSP5
NSP6 (11.012)
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La capa intermedia estd formada por la proteina VP6. Esta proteina se
organiza en 260 trimeros ensamblados en una red icosaédrica con simetria T=13.
Aunque VP6 carezca de funciones enziméticas resulta esencial para la
transcripcién del genoma.*

La proteina VP2 compone la capa mas interna de la cpside y forma el
ndcleo junto con las proteinas VP1 y VP3, siendo VP2 la proteina mayoritaria. VP2
interactla por el exterior con la capa de VP6 y por el interior con el genoma vy el
complejo enzimatico formado por las proteinas VP1/VP3. Esta disposicion sugiere
gue esta proteina posee los determinantes necesarios para dirigir el ensamblaje
correcto de las otras proteinas estructurales.*

La capa constituida por VP2 consiste en 120 moléculas organizadas en 60
dimeros formando una red icosaédrica con simetria T=1, en donde se ha
demostrado que la proteina VP2 interacciona con el ARN gendmico a través de la
union de residuos especificos en su extremo amino-terminal. El resto de las
proteinas estructurales forma junto con VP2 el ntcleo de la capside.*

La proteina VP1 es la ARN polimerasa ARN dependiente. La proteina VP3
es una guanil y metil transferasa con las funciones enziméticas necesarias para la

produccion de la estructura del ARNm.*
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6.1 VP4

La proteina VP4 es el producto proteico del segmento gendémico 4, no
glicosilado, que se encuentra en la capa externa de la capside, dicha proteina
contiene 776 aa. Constituye un 1.5% de la proteina viral. En muchas cepas es una
hemaglutinina responsable de la adhesion a la célula.*®

El corte proteolitico de la proteina VP4 en las proteinas VP5 y VP8 confiere
un aumento en la infectividad viral. Se ha observado un incremento de penetracion
del virus dentro de la célula debido a éste procesamiento. Ademas, esta proteina
se ha definido como determinante de virulencia en ratones y cerdos.*®

Induce anticuerpos neutralizantes y anticuerpos dirigidos contra VP4 los
cuales neutralizan la infectividad del virus in vitro y pasivamente protege a ratones
de la infeccion virica heterologa in vivo. Estudios anteriores han demostrado que
es capaz de inducir proteccion inmunitaria en animales, y es inmunogénica en
nifios y en animales.*?

Esta proteina tiene varios dominios funcionales como se puede ver a en la
figura 5. Los cuales se discuten a continuacion:

* La infectividad de los rotavirus se incrementa, y muy probablemente

depende, del tratamiento del virus con tripsina.
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Este tratamiento proteolitico resulta en el rompimiento especifico de VP4 en
dos polipéptidos de menor peso molecular, llamados VP8 y VP5. El corte de
VP4 no afecta la unién a la célula, y ha sido asociado con la entrada del
virus al citoplasma celular, por penetracion directa. El mecanismo por el
cual el corte con tripsina activa la infectividad viral se desconoce aun, sin
embargo, se ha propuesto que la penetracién del virus puede ser iniciada
por los extremos recién generados por el corte con tripsina o por un posible
cambio conformacional de VP4 a consecuencia del corte con esta
proteasa.*®

Algunas cepas de rotavirus de origen animal tienen la capacidad de
aglutinar eritrocitos, y esta aglutinacion es mediada por la interaccion de
VP4 con el AS presente en la superficie de los eritrocitos. EI dominio
responsable de esta interaccion se encuentra en el fragmento VP8 de VP4,
y mas especificamente, las tirosinas en posiciones 155 y 188, y la serina en
posicién 190, juegan un papel esencial en esta interaccién.*®

VP4 contiene dos puentes disulfuro intramoleculares, uno entre las
cisteinas 203 y 216 en VP8, y otro entre las cisteinas 318 y 380 en VP5. El
puente disulfuro en VP5 se encuentra conservado en todas las cepas de
rotavirus, mientras el puente disulfuro en VP8 no se encuentra en la
mayoria de las cepas de origen humano. La relevancia bioldgica de estos
puentes no se ha demostrado ain.*

Estos hallazgos concuerdan con el hecho de que las primeras interacciones

de los rotavirus con su célula huésped son a través de VP4 y mas
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precisamente a traves de regiones peptidicas que se encuentran expuestas

en las puntas de las espiculas del virus.*

6.2. VP7

Es la segunda proteina mas abundante en el virién. Esta codificada por el
segmento 9 de rotavirus en la mayoria de las cepas estudiadas, aunque la
movilidad electroforética de este segmento puede variar en determinadas cepas,
migrando en posicién 7 en la cepa RRV o el octavo lugar en la cepa UK.**

Esta proteina glicosilada forma parte de la capside externa, es altamente
inmunogénica y es muy buena inductora de anticuerpos neutralizantes, La
secuencia de glicosilacién puede variar de unas cepas a otras.**

Hasta ahora se han encontrado 14 serotipos diferentes basados en las
caracteristicas antigénicas de esta proteina.VP7, de 326 aminoéacidos, se modifica
post-traduccionalmente por la adicion de azucares. Es una N-glicoproteina que
contiene Unicamente oligosacéridos del tipo de alta manosa, lo que indica que VP7
no viaja del RE al aparato de Golgi, donde normalmente los oligosacaridos del tipo
de alta manosa son modificados para convertirlos enoligosacéaridos complejos.**

Por estudios bioquimicos sabemos que VP7 es glicosiladaco-
traduccionalmente a medida que se inserta en el lumen del RE y la sefial para esta
insercion se encuentra contenida en el péptido, sefial presente en el extremo
amino de VP7.Lasecuencia nucleotidica del gen para VP7 predice un marco
abierto de lectura de 326 aminoacidos que inicia con una secuencia consenso de
Kozak débil, sin embargo, 30 nucledtidos después se encuentra un segundo

codon de inicio, en fase, con una secuencia de inicio fuerte. Ambos codones de
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inicio preceden regiones hidrofobicas (llamadas H1 y H2), que tienen el potencial
de funcionar como péptidos sefial para dirigir la sintesis de VP7 al RE.**

Independientemente del sitio de inicio de la traduccidén, se sabe que el
péptido sefal es cortado por la enzima sefalasa, entre la alanina 50 y la glutamina
51. La proteina VP7 es retenida en la membrana del RE, sin embargo no contiene
la secuencia tipica de retencién en RE (KDEL), lo que ha sido motivo de estudio
para determinar la sefal que le permite a esta proteina mantenerse como proteina
residente en el RE y aparentemente los aminoacidos ITG, en las posiciones 9-11
de VP7 son los responsables.*

La proteina VP7 del rotavirus SA11 tiene un solo sitio de glicosilacion

localizado entre los aminoacidos 69-71. Ademas de la glicosilacién, la maduracion
de VP7 depende de la formaciéon de puentes disulfuro intramoleculares y de la
presencia de iones calcio, de hecho, se ha propuesto que esta proteina tiene un
dominio de union a calcio, conservado entre las diferentes cepas de rotavirus, que
se localiza alrededor de la prolina279.*
6.3. Ciclo replicativo Durante el proceso de entrada, la particula viral pierde las
proteinas de la capa externa y se activa la transcripcion de la RNA polimerasa viral
VP, a continuacion se muestra la figura 6.Los rotavirus inician su ciclo de infeccion
uniéndose a un receptor localizado en la superficie de la célula. Después de la
unioén al receptor, los rotavirus penetran al interior de la célula y pierden la capa
externa, con lo cual se activa la transcripcion.*

Los ARNs recién sintetizados cumplen dos funciones: como ARNSs
mensajeros que dirigen la sintesis de las seis proteinas estructurales (VP1-VP7) y

las seis proteinas no estructurales (NSP1-NSP6) del virus, y por la otra, sirven
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como templados para la sintesis de la cadena negativa (que es complementaria al
ARNmM) y da lugar al ARN de doble.*

Una vez que se acumula una masa critica de proteinas virales, de 3 a 4
horas después de la infeccion, se puede observar en la figura 7 que se forman en
el citoplasma celular estructuras electrodensas llamadas viroplasmas, en donde se
ha propuesto que se lleva a cabo la replicacién del genoma viral.*®

En estas estructuras también se ensamblan las particulas de doble capa
gue posteriormente geman al interior del RE y adquieren durante este proceso la
tercera capa proteica, dando lugar a la particula madura, los cuales son liberados

de la célula por lisis.*

31



@\/ Viroplasma

.........

Figura 6. Ciclo replicativo de rotavirus.*

El virus interacciona con sus receptores en la superficie de la célula y
penetra por un mecanismo aun desconocido. En el interior de la célula se
activa la transcriptasa viral y los mRNAs dirigen la sintesis de proteinas
virales.

Las proteinas se acumulan en estructuras llamadas viroplasmas donde se
replica el RNA viral y se ensamblan las DLPs para proseguir la
morfogénesis en el reticulo endoplasmico.*
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Figura 7 . Célula infectada con rotavirus.*

En verde se tifieron las fibras de actina, en azul los nucleos y en rojo los
viroplasmas utilizando un anticuerpo contra la proteina NSP2.%
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Las proteinas NSP2 y NSP5 son esenciales para la formacion de los
viroplasmas, ya que en ausencia de cualquiera de ellas no se forman estas

estructuras y el ciclo replicativo del virus se interrumpe.*®
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7. EPIDEMIOLOGIA

La mayoria de las infecciones por rotavirus, si no todas, son el resultado del
contacto con personas infectadas.*’

Las infecciones originadas por este agente en animales se presentan en
muchas especies, pero la transmision de animales a personas soélo ha sido
documentada excepcionalmente.*’

Los rotavirus que se excretan estan presentes en un titulo elevado de
10%?particulas/gramo en las heces de los pacientes enfermos y la muestra puede
permanecer positiva durante varios dias después del inicio de los sintomas.*’

La principal via de transmision es la fecal-oral. No obstante, dado que los
rotavirus afectan con igual frecuencia a los nifios de paises desarrollados y en
vias de desarrollo.*’

Se cree que su modo habitual de transmision no esta relacionado con la
contaminacion de los alimentos ni del agua. De igual manera se ha sugerido la
transmision por via respiratoria del virus, pero no se cuenta con evidencia concreta
que avale dicha hipétesis.*’

La diseminacion intrafamiliar y dentro de hospitales, guarderias y otras
instituciones es muy frecuente.*’

Las infecciones humanas se presentan en todo el mundo y este agente es
el Unico mas frecuente de diarrea en lactantes menores de 2 afios que requieren
atencién médica.*®

La mortalidad por deshidratacion, aunque inusual en éstos, es una causa
importante en los paises en vias de desarrollo. La enfermedad es prevalente

durante los meses mas frios del afio en los climas templados.*®
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La variacion estacional en los climas tropicales es menos pronunciada. Aun
cuando los casos aparentemente clinicos de gastroenteritis se producen con mas
frecuente cuando el lactante tiene entre 6 y 24 meses de vida.*®

Al observar la figura 8, en los afios 1986 y 2000 el rotavirus origind
anualmente en todo el mundo, 111 millones de episodios de diarrea infantil que
solo necesitaban de cuidados en el hogar, 25 millones de consultas, dos millones
de hospitalizaciones y un promedio de 440 mil muertes.*®

Lo que significa que a los 5 afios de edad, la mayor parte de los nifios
habian experimentado un episodio de diarrea por rotavirus; uno de cada cinco
nifios necesitd6 una consulta médica, uno de cada 65 de ellos requirid
hospitalizarse y uno de cada 293 murié. Unos estudios mas recientes del autor
Parashar et al, calculo que para el periodo de 2000 a 2004 hubo un incremento de

las muertes de nifios por rotavirus.*®
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Figura 8 Carga global de la enfermedad por rotavirus, 1986-2000*°
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8. PATOGENIA

El espectro clinico de la enfermedad por rotavirus es extenso, ya que
comprende desde una diarrea leve transitoria hasta una gastroenteritis grave la
cual termina en deshidratacién, desequilibrio electrolitico, un estado de choque e
incluso la muerte.*

Los rotavirus son capaces de adherirse al revestimiento epitelial del tracto
gastrointestinal. Uno de los principales lugares de replicacion del rotavirus son los
enterocitos maduros sobre las vellosidades del intestino delgado alto, de igual
manera se extienden hasta el ileon. Las lesiones en la mucosa se forman como
resultado de la destruccion selectiva de las puntas de las vellosidades del
intestino.*°

La figura 9 es una micrografia electronica de las vellosidades intestinales de
un modelo animal sin (normal) y con (anormal) infeccidn por rotavirus, en el cual
se puede ver la destruccién de las vellosidades responsables de la funcion de
absorcion.*

Por esta causa, el mecanismo principal de induccion de la diarrea
ocasionada por la infeccion por rotavirus es la disminucién de la absorcion de sal,
glucosa y agua. Como resultado el dafio intestinal, y el reemplazo de las células
epiteliales de absorcion por células secretoras de las criptas vellosas. El tiempo de

los sintomas sera proporcional a la severidad de las lesiones.*°
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Figura 9.V ellosidades intestinales normales y alteradas por accion del

rotavirus.*®
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Por ultimo existen datos de otro mecanismo de induccion de la diarrea por
la actuacion de la glicoproteina no estructural del rotavirus (NSP4) como una
enterotoxina viral. Estas glicoproteina llevan a elevaciones de niveles de calcio e
induce una diarrea secretora, de forma similar a las infecciones intestinales

bacterianas, como shigelosis y colera.*®
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9. SINTOMATOLOGIA

Usualmente, la gastroenteritis produce vomitos y diarrea. Para determinar la
causa, el meédico investiga si el nifio ha estado expuesto a una fuente de infeccién
(alimentos, bebidas o animales), la duracién y el tipo de sintomas, la frecuencia
del vémito o de la diarrea, y la edad del nifio.°

Los signos y sintomas de la infeccion por rotavirus pueden incluir:

— Fiebre

— Dolor abdominal
— Vomitos

— Diarrea acuosa®®

La diarrea puede variar de leve, moderada a grave y puede durar hasta
nueve dias. La diarrea severa puede causar deshidratacion.

Al perder agua y sales (electrdlitos), los bebés menores de 6 meses de
edad pueden deshidratarse solo 24 horas después de la manifestacion de la
gastroenteritis. Sin embargo, cualquier nifio puede deshidratarse en 24 horas si el
vémito y la diarrea son graves y/o si la reposicién de liquidos es inadecuada.”

Un bebé deshidratado puede tener poco apetito, la boca seca, fiebre y
orinar poco, ademas de estar sediento y perder peso. Si la deshidratacién es mas
importante, los ojos pueden parecer hundidos y secos y la zona blanda entre los

huesos de la parte superior de la cabeza (fontanela) puede parecer hundida.>*
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La somnolencia también llega a ser una manifestacion. En los bebés de
mayor edad y los nifios pequefios con sobrepeso, los sintomas pueden aparecer
s6lo cuando la deshidratacion ha alcanzado un nivel muy importante. Estos nifios

pueden estar muy débiles, tener la piel caliente, seca, los ojos hundidos y secos.>
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10. DIAGNOSTICO

La gastroenteritis aguda es un proceso autolimitado en el que, en la
mayoria de los casos, s6lo es necesaria una valoracion del paciente mediante una
adecuada historia clinica y una cuidadosa exploracién fisica completa sera posible
establecer las bases del diagnostico y la orientacion necesaria para solicitar los
examenes que permitan confirmarlo y determinar de ese modo una terapéutica
adecuada.”

10.1Toma De Muestra

Es necesario adquirir una muestra de heces de todos los casos sospechosos al
primer contacto con el paciente. En la figura 10 se muestra claramente el proceso
para la toma de muestra, cabe recordar que esta debe ser tomada en un periodo
de 48 horas posteriores al ingreso hospitalario. Por lo que aqui se mencionan los
pasos a seguir: >

1. Recolectar de 5 a 10ml de heces fecales e introducirlas en el frasco con la

ayuda de una espatula o abatelenguas desechable. Se puede estimular el
esfinter anal de los menores de un afio con un hisopo estéril y esperar a
gue se lleve a cabo la deposicion en un pafal desechable puesto a reves
para que no se absorba la muestra.>®

2. Una vez ya con la muestra de heces, proceder a depositarla en un frasco

limpio de tapa rosca propiamente identificado con el nombre del caso, fecha
de la toma de muestra y nombre del hospital o laboratorio. Introducir el
frasco en una bolsita plastica individual, para prevenir un derrame

accidental de la muestra.®®
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3. Enviar de forma inmediata la muestra al laboratorio o en su caso a
laboratorio de referencia, adjuntando el formulario propio segln las normas

del hospital.>®



)

Remover la tapa

Pafial puesto al reves

J
Introducir el Abatelenguas Tapar el frasco e identificarlo Inﬂnl:l‘ugir'el frasco
con 5 mL de heces en el con la etiqueta correspondiente  hermeticamente cerrado en

una holsa de plastico y enviarlo

frasco ! ! .
inmediatamente al laboratorio

Figura 10. Toma de muestras de heces de casos sospechosos de diarrea
por rotavirus®
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10.2 Almacenamiento y Transporte De Muestras:

La muestra tiene que ser almacenada, por un tiempo maximo de siete dias, en
un refrigerador que este a una temperatura de +2°C y +8°C, Antes de efectuar

el test de ELISA.%®

Para conservacion a largo plazo, las muestras fecales se deben conservar a

-20°C. Es de suma importancia prestar atencion parta evitar ciclos de

congelacion y descongelacién cuando sea posible.>

La muestra debe ser conservada en un lugar frio y debe ser enviada al

laboratorio de referencia de ser necesario. >

e En caso de almacenamiento por un tiempo mayor a cuatro meses, se
recomienda una temperatura de -70°C.>*

* Durante el transporte se deben mantener las medidas de bioseguridad

apropiadas evitando el derrame del espécimen.*

Es importante el uso de guantes de latex durante el procedimiento y

recordar que previo y posterior a cumplir con el procedimiento se deberan

lavar las manos.>®
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11. METODOS PARA LA DETECCION DEL ROTAVIRUS

Actualmente existen diversos métodos en el mercado que pueden utilizarse
para el diagnostico de rotavirus, las cuales pueden realizarse directamente a partir
de la materia fecal, fundamentalmente buscando antigenos especificos del grupo
A (VP86).>*

De tal forma que la técnica de eleccién dependera del equipo y reactivos
con que se disponga cada laboratorio de analisis clinicos.>*

Varios métodos para la identificacion del rotavirus o antigeno del mismo en
heces han sido desarrollados en la actualidad. Los métodos mas usados son:
microscopia electrénica, inmunoensayos enzimaticos como ELISA (Inmunoensayo
ligado a la absorcion de enzimas), y aglutinacion en latex, en ciertas ocasiones se
55-57

llega a utilizar la técnica de reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) .

11.1Microscopia Electrénica

El descubrimiento de rotavirus mediante inmunoelectromicroscopia permitio
caracterizar la morfologia del virus y, consecuentemente utilizar la microscopia
electrénica.>®

Mediante el microscopio electronico es posible observar la morfologia de los
viriones presentes en muestras clinicas. La limitacion del método ademas del
costo del microscopio.*®

Es necesaria una alta concentracion de viriones (aproximadamente 109
particulas virales/mL. dependiendo del virus) presentes en la muestra, por ello es

poco sensible.*®
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Esto hace que sea una técnica poco utilizada, mas aun con el desarrollo de
técnicas alternativas de utilidad similar.*®

El microscopio electronico nos permite obtener resultados positivos rapidos
de muestras de materias fecales de pacientes con diarrea, ya que tanto los
rotavirus como los adenovirus, coronavirus y calcivirus pueden ser visualizados e
identificados como causantes de enfermedad.

También existen otras muestras en las que puede ser de gran utilidad la
microscopia electrénica ellas son: liquido vesicular, biopsia de tejidos, verrugas,
orina 0 suero es posible obtener resultados positivos, mediante coloracion
negativa.®

Si la concentracion de virus en la muestra clinica es baja, y por tanto no
visible directamente por microscopio electronico, se pueden utilizar técnicas que
aumenten la visualizacion, como lo es la inmunoelectromicroscopia, que consiste
en el agregado de anticuerpos especificos antivirales y la formacion de agregados
de particulas que son mas facilmente visibles que las particulas solas.*

11.2 Inmunocromatografia

Son inmunoensayos en fase solida donde se fijan los anticuerpos
especificos para el virus en la superficie de una matriz, tubo o microplaca.®®

Se emplea como sistema de amplificacion del conjugado, el oro coloidal
para aumentar la sensibilidad del método. Posteriormente se pone en presencia
del suero o muestra que contiene el antigeno que se quiere demostrar; una vez
gue ocurre la reaccion antigeno-anticuerpo la cual es observada por la

acumulaciéon de oro coloidal del conjugado en el papel de nitrocelulosa), se hace
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un lavado y se agrega un anticuerpo marcado de captura, que depende de la
marcacién del anticuerpo observar figura 11.%°

Los mas conocidos son: ELISA (Inmunoensayo ligado a la absorcion de
enzimas), y la aglutinacion en latex dependiendo del trazador que se utilice para

evidenciar la reaccion.®°
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Fundamento de inmunocromatografia para deteccién
de antigenos

Anticuerpos de deteccién
Marcados con oro coloidal

Antigenos en
muestra

Tira nitrocelulo=a

Anticuerpo de Anticuerpo de
captura captura
Contra anticuerpo Contra anticuerpo

Figura 11. Técnica de inmunocromatografia.



11.3 Elisa (Inmunoensayo ligado a la absorcion de enzimas) El método de
Elisa es capaz de detectar 10° particulas virales por gramo de heces, lo cual lo
hace mas sensible que el microscopio electrénico.®

El uso de anticuerpos monoclonales incrementa aiin mas la sensibilidad y
especificidad de esta prueba.®

Existen una gran cantidad de métodos de ELISA comerciales los cuales
varian en cuanto a sensibilidad y especificidad dependiendo de la casa comercial
y si la prueba esta hecha con anticuerpos monoclonales, policlonales o ambos.®°

Los ELISA comerciales detectan Unicamente rotavirus del grupo A (utilizan
anticuerpos anti-VP6). Los cuales tienen como finalidad el diagndstico de la
infeccidn por rotavirus mediante el uso de anticuerpos monoclonales que detectan
la existencia del antigeno virico VP6 (capside interna del virién) en muestras de
heces fecales.®

Los cuales generan complejos inmunes que pueden ser visibles incluso
mediante microscopia electronica. Con esta técnica se es posible procesar una
gran cantidad de muestras clinicas de forma rapida y sencilla.®

No obstante puede haber resultados falsos positivos, por lo que se
recomienda que aquellas muestras positivas obtenidas fuera del periodo
epidémico se repitan nuevamente, la figura 12 muestra la placa donde se realiza el
estudio para la deteccion de RV. Las ventajas de esta prueba permiten obtener
resultados de una forma rapida y facil, tiene poca complejidad técnica, es de facil
manipulacién, emplea pocos reactivos y proporciona una informacién diagnostica
rapida, debido a que los resultados se obtienen en un periodo de 30 minutos, lo

cual resulta muy conveniente para el tratamiento de esta enfermedad.®®®*
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Figura 12. ELISA. Detecci6n de antigeno viral en heces para Rotavirus.®

Pozos color amarillo positivos a rotavirus. Pozos incoloros negativos a
rotavirus.
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11.4 Aglutinacibn _de Latex . Esta técnica se usa comunmente para la

demostracién de antigenos de rotavirus en materias fecales.®®

Las particulas de latex son esferas de poliestireno que se unen facilmente
al fragmento cristalizable (Fc) de moléculas de inmunoglobulina G (IgG) o
inmunoglobulina M (IgM), esta Ultima es mucho mas eficiente en aglutinar
particulas naturales.®®

Los fragmentos de unién del anticuerpo (FAb) quedan expuestos y son
capaces de unirse al antigeno que se encuentra en la muestra.®®
Cuando los antigenos tienen varios epitopes (0 estructuras antigénicas
repetitivas), los anticuerpos multivalentes acoplados a mdultiples particulas de latex
se unen al antigeno y se produce un entramado de las particulas de latex que dan
como resultado una aglutinacion visible.®®

Esta es facil de realizar, requiere sélo unos minutos y no necesita equipo, la
imagen 13 muestra donde el resultado se puede leer a simple vista. Sin embargo,
ofrece como desventaja la presencia de reacciones cruzadas sobre todo con otros
antigenos en la muestra y también ocurren interferencias por el fendbmeno de
prozona, en el que un exceso de anticuerpos no permite la formacién del
entramado.®

Esta técnica se usa comunmente para la demostracion de antigenos de

rotavirus en materias fecales.®®
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Figura 13. Aglutinacién de latex



11.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) . Conocida como PCR

(siglas en inglés de polymerase chain reaction) mediante esta técnica se pueden
encontrar cantidades minimas del acido nucleido del rotavirus en muestras de
heces fecales gracias a la amplificacion selectiva y repetitiva de una secuencia de
nucledtidos de un microorganismo determinado que hace un proceso de sintesis
de ADN.*

En la Actualidad se han desarrollado técnicas de PCR para muchos de los
virus productores de gastroenteritis, aunque no se utilizan de forma rutinaria.®*

Estas técnicas son mas sensibles que los métodos de inmunoensayo, se
suelen utilizar para confirmar los resultados de otras técnicas y son también utiles
para el estudio de muestras como LCR o0 suero y muestras ambientales, como
ocurre en el caso de rotavirus con las técnicas de transcripcion inversa y reaccion
en cadena de la polimerasa (RT-PCR).%**

Vemos en la figura 14 los tres pasos fundamentales de la PCR:
a) La desnaturalizacion del ADN en la muestra, o que se logra al someterlo a
altas temperaturas (95° C) para lograr la separacion de las cadenas.
b) La hibridizacion de los cebadores (a 55° C) que son unos fragmentos cortos de
ADN complementarios a los extremos 5' y 3' de las secuencias por amplificar y a

partir de los cuales se inicia la sintesis.
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FIGURA 14. PCR
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c) La extension de estos cebadores por la enzima ADN polimerasa (a 72° C)
termoestable (polimerasa extraida de la bacteria Thermus aquaticus) que produce

dos bandas de ADN que son idénticas a la banda blanco original.®* ®
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12. TRATAMIENTO

En cuanto al tratamiento de la GEA causada por rotavirus, hasta la
actualidad no existen farmacos especificos que eliminen el agente etiolégico y por
tanto prevengan la evoluciéon de la enfermedad, por lo que se recurre a medidas
gue mitigan la enfermedad como la correccién de los trastornos hidroelectroliticos
y el sostenimiento del estado nutritivo del nifio para evitar su fatal desenlace en
algunas circunstancias.®

12.1 Inmunizacién Pasiva

La inmunizacion pasiva, por lo general, se utiliza en casos de pacientes
inmunodeprimidos que no pueden hacer frente a la infeccion por si mismos.

La administracion de anticuerpos anti-rotavirus (inmunoglobulinas humanas
orales), han sido propuestas en recién nacidos con bajo peso al nacer pero no
como uso rutinario debido a desigualdades en los resultados beneficiosos y a su

66
elevado costo.

12.2 Terapia De Rehidratacion

La terapia de rehidratacion oral se basa en el principio de que la absorcion
intestinal de sodio, y por lo tanto de otros electrolitos y agua, aumenta por la
absorcion activa de ciertas moléculas alimenticias como glucosa o aminoéacidos.®®
67

Este mecanismo de absorcion de sodio permanece funcionando durante las
diarreas, por lo tanto, cuando se administra una solucion isoténica de glucosa y
sal, se absorbe glucosa unida al sodio, lo que se acompafa de la absorcion de

agua Yy otros electrolitos. Este proceso puede corregir el déficit existente de agua y
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otros electrolitos y reemplazar las pérdidas fecales en la mayoria de los pacientes
sin importar su causa o la edad.®’

La via intravenosa solo es necesaria para la rehidratacion inicial de
pacientes con deshidratacion grave o cuando la deshidratacion no puede

manejarse por via oral o con sonda nasogastrica.®’
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13. VACUNAS CONTRA ROTAVIRUS

Dada la universalidad de la infeccion y el desconocimiento de los factores
de riesgo de enfermedad graveen los paises desarrollados, se ha considerado la
vacuna como la mejor forma de prevenir la enfermedad.®®

Muchos son los esfuerzos para combatir las secuelas de la infeccion por
este agente (deshidratacion, consultas médicas, internacion y muerte), desde
practicas higiénicas adecuadas hasta el uso de terapia de rehidratacion oral; al
parecer no son suficientes para obtener el impacto deseado.”

En cambio se cree que una vacuna segura y efectiva provea inmunidad
especifica temprana a los individuos en riesgo puede ser una medida de control
adecuada para la enfermedad ocasionada por rotavirus.”*

De todas formas, dado que los casos mas graves se observan mayormente
en poblaciones de escasos recursos, o con complicaciones de acceso a los
sistemas de salud, esta seria la poblacién mas beneficiada por dicha vacuna.”

Por tal motivo, investigadores del Instituto Nacional de la Salud de los
Estados Unidos (National Institutes of Health) desarrollaron una vacuna contra
rotavirus.”

El desarrollo de vacunas frente a rotavirus comenzo en el afio de 1982 y
con el objetivo firme de producir la infeccion natural y la proteccion parcial que
ésta produce mediante la administracion oral de un rotavirus vivo atenuado,
previniendo asf la enfermedad grave con las infecciones posteriores.’

La falta de un marcador inmunoldgico especifico de proteccion frente a esta

infeccidbn ha hecho que en los estudios de eficacia el parametro de respuesta
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valorado sea la disminucion en la incidencia de gastroenteritis por RV en el grupo
vacunado respecto al grupo control (tasa de eficacia relativa).”

Las primeras vacunas se basaron en el modelo de Edward Jenner y utilizaron
cepas de RV animales, de mas féacil crecimiento que las cepas humanas v,
naturalmente, atenuadas.” "

Los estudios iniciales con una vacuna de RV bovina, monovalente y oral (RIT
4237) ofrecieron una escasa respuesta en paises en desarrollo.

Estudios posteriores con vacunas monovalentes de mono Rhesus y humano
(M37) de virus atenuados describieron una gran variabilidad en los resultados,
atribuida a la falta de proteccién especifica de la vacuna monovalente.’?

A consecuencia de esto surgid, asi, la segunda generacion de vacunas, las
llamadas vacunas resortantes o recombinantes, que perseguian el proteger frente
a las cepas de RV mas prevalentes en patologia humana, G1, G2, G3 y G4, y se
basaban en el caracter segmentado del genoma de RV."?

Mediante coinfeccion de cultivos celulares con cepas de RV animales y
humanos se producian nuevas cepas con segmentos de ARN procedentes de las
dos originales, seleccionandose como cepas vacunales aquellas en las que, como
resultado del reordenamiento genético, el ARN contenia el segmento que codifica
la proteina virica VP7 (especificidad de tipo G) del RV humano y el resto de
segmentos del RV animal.”

Pese a todo esto existen diversos factores epidemioldgicos y relacionados con
la inmunidad que influyen de manera negativa, dificultando el desarrollo de
vacunas eficaces contra el rotavirus, entre los que se pueden citar’>:

a. La prevalencia de rotavirus en una comunidad es antigénicamente

variable.”®
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b. Lainmunidad completa frente a la infeccion se adquiere solamente después
de varias infecciones sucesivas por rotavirus.”

c. La inmunidad adquirida tras la primera infeccibn es de caracter tipo-
especifica, lo que significa que la vacuna candidata debe inducir inmunidad
protectora contra los tipos antigénicos existentes en la comunidad antes
de la primera exposicion; las infecciones sucesivas tienden a incrementar
la inmunidad hacia otros serotipos distintos.”®

d. La duraciéon de la inmunidad es desconocida, aunque no se considera
indefinida, ya que es frecuente la existencia de infecciones por rotavirus en
edades adultas.”

e. En regiones con alta prevalencia de rotavirus son frecuentes las
infecciones concomitantes (coinfecciones) con mas de un serotipo
diferente, lo que incrementa la posibilidad de recombinacion natural y la
formacion de cepas recombinantes salvajes entre si.”

f. La vacunacion deberia administrarse en edades tempranas de la vida y ser
capaz de inducir inmunidad en presencia de anticuerpos maternos
transferidos transplacentariamente o a través de la leche materna.”

g. No se sabe aun si son necesarias dosis de recuerdo a las edades
posteriores de la vida, asi como la vacunacion en inmunodeprimidos es

segura o no.”™

13.1 Rotashield (Rhesus- Humana RR-TV)

Vacuna tetravalente combinada, Rhesus-Humana (RR-TV), que incluye el

serotipo G3 del virus rhesus, junto con G1y G2 y G4 de origen humano.”
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Se ha comprobado que alcanza una proteccidon del 50-60 % frente al total
de diarreas por RV y del 70-100% en el caso de formas graves.”

En la década de 1990 se desarrollaron varias vacunas, mismas que fueron
candidatas para prevenir la enfermedad.”

Esta fue una de las primeras vacunas, la cual fue autorizada para su
aplicacion en Estados Unidos el afio de 1998 la misma que fue incluida en el
calendario vacunal en agosto del mismo afio, a su vez esta fue aprobada por la
FDA.”

Vacuna que 10 meses mas tarde fue retirada del mercado, ya que se
observaron casos de invaginacion intestinal en los pequefios lactantes a los
cuales les fue aplicada dicha vacuna. Aunque revisiones posteriores confirmaron
esta asociacion, se comprobd que el riesgo por invaginacion intestinal no era tan
alto como se estimé inicialmente.”

Durante varios afios, numerosos expertos insistieron en que, en los paises
pobres, los beneficios de la vacunacidbn masiva superaban con creces y sin
ninguna duda el hipotético aumento de casos de invaginacion, pero la vacuna no
llegé a difundirse, porque el fabricante (Wyeth) suspendié la fabricacion ante el
rechazo generado.”®"®
A consecuencia de estos hechos las exigencias en materia de seguridad se
76, 77

incrementaron notablemente.

13.2Rotarix "™ (Vacuna humana monovalente)

Rotarix™ es una vacuna viral oral elaborada con una cepa G1 P [8] aislada
de un caso de gastroenteritis infantil. Dicha cepa fue expuesta a multiples pases

en cultivo tisular y la cepa virica atenuada resultante (R1X4414) se propago a
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células Vero y posteriormente fue sometida a amplios estudios de seguridad y
eficacia aleatorizados y controlados con placebo en América Latina y Europa.
Hasta el dia de hoy. Rotarix™ esta autorizada en numerosos paises de todo el
mundo.”®

Antes de su aprobacion, se valord la eficacia y seguridad de RIX4414
Rotarix™ en un vasto estudio de fase Il aleatorizado y en doble ciego en el que
participaron 63,225 nifios lactantes de 11 paises de América Latina y Finlandia.”®

Los participantes recibieron 2 dosis orales de la vacuna o de placebo
alrededor de los 2-4 meses de edad. Se demostré que la vacuna era segura vy,
sobre todo, que no se asociaba con un mayor riesgo de invaginacion intestinal.
Durante los 9-10 meses que durdé el periodo de observacion, la eficacia dela
vacuna frente a diarrea grave por rotavirus y frente a hospitalizacion fue del 85%
(IC 95% 72-92) y del 85% (IC 95% 70-94) respectivamente, y llegé a alcanzar el
100% frente a gastroenteritis por rotavirus mas graves, segun la escala clinica
preestablecida.”®

La hospitalizacion causada por diarrea por cualquier motivo se redujo en un
42% (IC 95% 29-53). La eficacia de la vacuna fue alta 87% ( IC 95% 63-97) frente
a diarrea grave por rotavirus originada no solo por cepas originales G1P8, sino
también por cepas G3P [8], G4P [8] y G9 PJ[8]. La eficacia frente a las cepas G2P
[4] fue del 45% (IC 95%:-81-86), lo que indica que Rotarix™

Ejerce un efecto protector incluso en cepas que no muestran las mismas
proteinas VP4 ni VP7. En un metaanalisis posterior en el que se incluyeron los
resultados de los estudios de fase Il y lll, la eficacia global de la vacuna frente a

G2P [4] fue del 81% (IC 95%:32-96).”
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Tras la administracién de la primera dosis Rotarix™ se determina Por EIA la
presencia de la cepa vacunal (R1X4414) en las heces de aproximadamente el 50%
de los vacunados, con un valor maximo de excrecion alrededor del séptimo dia
tras la vacunacion. Después de la segunda dosis, la cifra correspondiente ronda el
4%. Tan soOlo un 17% aproximadamente de las muestras positivas de EIA revela la
presencia de virus RIX4414 vivos.”®

La vacuna liofilizada debe guardarse en su embalaje original y protegida de
la luz a una temperatura de 2 a 8°C Rotarix'” no debe congelarse. El periodo de
validez del producto es de 3 afios. Cada dosis (~1,2 mL) contiene no menos de 10
millones de dosis infecciosas de cultivo celular (CCID50) del virus vacunal. La
vacuna no contiene timerosal.”

Tras su reconstitucion en un tampoén de carbonato de calcio, contenido en
un aplicador oral monodosis precargado, la vacuna Rotarix™ debe administrarse
cuanto antes. La pauta de administracion es de dos dosis por via oral. La primera
dosis debe administrarse a lactantes de 6-12 semanas de edad (hunca después
de las 12 semanas de edad) y la segunda, después de un intervalo de al menos 4
semanas.”®

La administracion de la vacuna deberia haberse completado a las 16
semanas de edad y nunca después de las 24 semanas.”® ®*

La vacuna de Rotarix™ fue autorizada para ser incorporada en la cartilla
nacional de vacunacion en enero del 2005, debido a que contiene el serotipo G1,
virus que mas circula en México.®* 8

13.3 RotaTeq (Vacuna pentavalente reagrupada bovino humana).Es una

vacuna pentavalente de RV reordenados de cepas bovino-humano.®
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Esta formada por 5 cepas reordenadas de RV, cada una contiene diez
genes de la cepa bovina parenteral y un gen que codifica para una proteina de la
capside externa para los serotipos humanos G1, G2, G3 G4 de las cepas
precursoras de RV humanos, y la fijacion VP4P7 [5] de la cepa precursora de RV
bovinos.®®

El quinto virus reordenado expresa la proteina de fijacionVP4 P1A [8] de
una cepa humana y la proteina externa G6 de la cepa precursora de RV
bovinos.®% &

Esta dltima, WC3, se aisl6 en 1981 de una ternera con diarrea en el
condado de Chester, Pensilvania, y se someti6 a 12 replicaciones en células
renales de monos verdes africanos (Cercopithecu ssp.).%*

Los virus reagrupados se propagan a continuacion a células Vero mediante
técnicas estandar de cultivo celular.®

La eficacia y seguridad de RotaTeq se han revelado en diversos estudios a
gran escala llevados a cabo tanto en paises industrializados como en varios
paises en desarrollo de América Latina. La vacuna esta aprobada en gran nimero
de paises de todo el mundo.®*

Dicha vacuna obtuvo licencia en Estados Unidos por la FDA en febrero del
2006.%*

En un estudio de fase Ill en el que mas de 70 000 lactantes sanos
recibieron la primera de las 3 dosis de la vacuna o un placebo a las 6-12 semanas
de edad, la eficacia de RotaTeq frente a gastroenteritis por rotavirus de cualquier
grado fue del 74% (IC 95%: 67-79) y del 98% frente a gastroenteritis por rotavirus

grave (IC 95%: 90-100).84%°
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En este estudio, se observo la eficacia de la vacuna frente a todos los
serotipos G1-G4 y G9, pero se registraron pocos casos de infeccidon por rotavirus
no G1.%

El atento seguimiento de los lactantes vacunados que participaron en
estudios de fase Il de RotaTeq no reveld ningun evento adverso grave asociado a
la vacuna, incluida la invaginacion intestinal. %

Tras la administracion de la primera dosis se registrd una excrecion fecal de
la vacuna del 8,9%, y del 0% y 0,3% tras la segunda y tercera dosis vacunales,
respectivamente.®

En un amplio estudio llevado a cabo en los Estados Unidos y varios paises
de América Latina y Europa se puso de manifiesto que, durante los 2 primeros
aflos de vida, RotaTeq reduce el numero de visitas a consultorios médicos
relacionadas con diarrea en un 86% (IC 95%: 74-93), de visitas a los servicios
hospitalarios de urgencias en un 94% (IC 95%: 89-97), y de hospitalizaciones
debidas a gastroenteritis por rotavirus en un 96% (IC 95%: 91-98).%°

La vacuna disminuy6 el numero de hospitalizaciones por gastroenteritis, con
independencia de la etiologia, en un 59% (IC 95%: 56-65). La eficacia de RotaTeq
en la segunda temporada de rotavirus tras la vacunacion fue del 63% (IC 95%: 44-
75) frente a gastroenteritis por rotavirus de cualquier grado y del 88% (IC 95%: 49-
99) frente a gastroenteritis grave.®

RotaTeq se comercializa en tubos dosificadores de plastico flexible que
permiten administrar directamente la vacuna en la boca del lactante. Cada dosis
(2ml) de la vacuna contiene un minimo de aproximadamente 1,2 x 1012 unidades

infecciosas/dosis.®> &
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Las 5 cepas reagrupadas se presentan suspendidas en una solucion
estabilizadora tamponada que debe almacenarse refrigerada a una temperatura
de 2-8°C durante un méaximo de hasta 24 meses. La vacuna no incluye
conservantes ni timerosal. Una vez fuera del refrigerador, la vacuna ha de ser
utilizada lo antes posible.®

La pauta de administracion recomendada en los Estados Unidos y otros
paises es de 3 dosis orales a los 2, 4 y 6 meses de edad. La primera dosis debe
administrarse entre las 6-12 semanas de edad y las dosis siguientes a intervalos
de 4-10 semanas. No debe iniciarse la vacunacion contra rotavirus en lactantes de
menos de 12 semanas, Y las 3 dosis vacunales han de administrarse antes de las
32 semanas de edad.®®

Los datos sobre la eficacia de esta vacuna con menos de 3 dosis son
limitados, aunque las estimaciones de los Estados Unidos sugieren una
disminucion de las hospitalizaciones y las visitas a los servicios hospitalarios de
urgencias durante los primeros dos afios de edad tras la administracion de la
primera y la segunda dosis en un 83% y un 81%, respectivamente, frente a una

reduccion del 95% tras la administracién del ciclo completo de 3 dosis.®.
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14. PREVENCION Y CONTROL

Sera de suma importancia el seguir transmitiendo informacion a las familias
sobre la prevencion de esta enfermedad de transmision fundamentalmente fecal
oral, promover la disponibilidad de saneamiento, agua potable, adecuada
conservacion de los alimentos y adecuada eliminacién de excretas.?’

Las enfermedades diarreicas contindan siendo un problema de salud en la
edad pediatrica con formas clinicas graves y muertes.®’

Aun no se tienen datos suficientes sobre la prevalecia de la infeccién.®’

La funcion de la lactancia materna para evitar o mejorar la infeccion por RV

llega a ser pequefia, segun la proteccion variable observada en diversos

estudios.?’
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15.- CONCLUSIONES

A nivel mundial las enfermedades diarreicas constituyen una de las
principales causas de mortalidad y morbilidad en nifios menores de 5 afios.

Dicha enfermedad se ve con mayor frecuencia en paises en vias de
desarrollo.

Sin embargo se sabe que el RV es una de las principales causas de diarrea
severa en infantes de 0 a 3 meses de edad.

La diarrea ocasionada por RV sucede primordialmente durante los meses
de otofio e invierno.

En cuanto a manifestaciones clinicas la diarrea ocasionada por RV son
semejantes a las producidas por otros agentes etioldgicos. Una de las principales
vias de contaminacion es la fecal-oral.

Usualmente la gastroenteritis llega a causar en el infante vomito, diarrea,
fiebre y dolor abdominal, donde el paciente debe ser tratado lo antes posible antes
de tener consecuencias fatales.

Hoy en dia se tienen grandes avances cientificos donde existen pruebas de
diagndstico viral, las cuales se han desarrollado de manera significante.

En los ultimos afios han aparecido nuevas técnicas, rapidas simples, poco
costosas, sensibles y especificas, que se realizan en la actualidad para obtener un
resultado confiable.

Es necesario contar con personal apto ya sea en los hospitales o en su
caso en los laboratorios de andlisis clinicos, donde estén capacitados para llevar a
cabo dichos examenes, para tener un resultado confiable es indispensable que se

tenga un buen manejo, recoleccion y almacenamiento de la muestra.
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Las nuevas vacunas contra RV estan entrando en una nueva etapa de su
uso y desarrollo.

Actualmente, estas vacunas pretenden reducir la morbilidad y mortalidad
atribuida a infecciones por RV, de igual manera buscan disminuir las
hospitalizaciones, el nimero de consultas médicas y visitas a emergencias
causadas por RV.

Las vacunas existentes han demostrado ser seguras y eficaces en amplios
estudios de alta calidad.

Existen limitantes en ciertos paises para la introduccion de estas

inmunizaciones en los esquemas nacionales y es debido a su costo.
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