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OBJETIVO GENERAL

Identificar los genotipos de las cepas de rotavirus que infectan a nifios con
gastroenteritis atendidos en el Hospital General Navojoa y Hospital del Nifio y

la Mujer de Obregon.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la incidencia de rotavirus en nifios menores de cinco afnos
hospitalizados por gastroenteritis.

2. Evaluar la severidad de la gastroenteritis por rotavirus.

3. Identificar los genotipos de las cepas de rotavirus circulantes en el

hospital general Navojoa y Hospital General Obregén.
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RESUMEN

Rotavirus es uno de los agentes infecciosos asociados a gastroenteritis en nifios
menores de cinco afios. La incidencia por rotavirus se da por igual en paises
desarrollados y en vias de desarrollo, sin embargo, los indices de mortandad se
incrementan en éstos Gltimos. Rotavirus se asccia a casli medic millon de muertes
de nifios cada afio a nivel mundial. La gastroenteritis por rotavirus se asocia gt
diarrea aguda, y en algunos casos vémito y fiebre. La diarrea profusa suele traer
como consecuencia una pérdida rapida de liguidos y por consiguiente un
deshidratacion que de no ser atendida oportunamente puede causar la muerte del
menor infectado. Las vacunas contra rotavirus han mostrado ser eficientes y
seguras. Y aungue no evitan el proceso infeccioso, si se les ha relacionado con la
modulacion de la severidad de la gastroenteritis. En el presente estudio se realizé
un analisis de la incidencia de rotavirus y la severidad de la gastroenteritis, con la
finalidad de determinar la incidencia de rotavirus en la regién de estudio vy la
severidad de cada uno de los casos. Para tal efecto, se recolectaron muestras de
heces fecales de nifios menores de cinco afios atendidos en el Hospital General
de Navojoa y el Hospital Infantil de Cd. Obregén. Rotavirus se detecté en 14 de las
100 muestras analizadas, mismas que s€ asociarcn a 98 casos de gastroenteritis
por la deteccion de dos menores con casos de reinfeccién en un lapso de dos
meses. De acuerdo al andlisis en base a la escala de Ruuska y Vesikari, la
severidad de la gastroenteritis por rotavirus se relacioné solamente con casos
leves a moderados. Por ofro lado, a las muestras positivas para rotavirus se les
realizd una extraccion de ARN y posteriormente se sometieron a una RT-PCR
(retrotranscripcion) y una PCR para identificar el genotipo de VP4 y VP7. Los
resultados mostraron la presencia de 3(21%) genotipos G1P[8], 2(14%) G2P{8], 1
(7%) G3 sin caracterizar genotipo P, también se observé la presencia de dos
(14%) coinfecciones entre G1/G2P[8] y G2/G4P[8], el resto de las muestras no fue
genotipificado. El presente trabajo es el primero en determinar la incidencia de
rotavirus en el area de estudio, asi mismo, marca la pauta entre |a era antes y
después de la vacuna de rotavirus. En este aspecto se puede observar una

marcada disminucion de incidencia y severidad de los casos de gastroenteritis por

Xviii



rotavirus después de la introduccion de la vacuna. Es importante continuar con
este tipo de analisis para monitorear la incidencia de rotavirus y la evaluar

continuamente la eficiencias de las vacunas contra rotavirus actualmente

disponibles.
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1. INTRODUCCION

La gastroenteritis aguda (GEA) se mantiene en primer lugar a nivel
mundial como una de las enfermedades que predominan durante la
infancia, principalmente en los paises que se encuentran en vias de
desarrollo (Pérez et al, 2011). Anualmenie los menores de 5 afos,
presentan aproximadamente tres episodios de diarrea aguda, siendo los
menores de 1 afio los mas susceptibles a la incidencia como a la

mortalidad por la patologia diarreica (Farthing and Salam, 2012).

La gastroenteritis puede estar causada por bacterias, parasitos y virus
enteropatogenos, entre los mas destacados de estos dltimos se
encuentran, rotavirus, adenovirus, astrovirus y calicivirus, los cuales se
relacionan aproximadamente con el 80% de los cuadros gastrointestinales

(Dominguez et al, 2009; Hernandez, 2011).

Rotavirus es un agente infeccioso responsable de gastroenteritis en nifios
menores de cinco afos. La diarrea por rotavirus es mas severa que la
causada por otros agentes infecciosos (Ruuska and Vesikari, 1991). Su

incidencia se da por igual a nivel mundial, tanto en paises desarrollados



como en vias de desarrollo, aunque el 80% de las muertes se da en
paises subdesarrollados. A nivel mundial rotavirus causa alrededor de

600,000 muertes de nifios al afio (Desselberg et al, 2009).

La gastroenteritis ocasionada por rotavirus es mas frecuente durante la
temporada invernal. Dentro de las manifestaciones clinicas mas
frecuentes de la gastroenteritis, se encuentran diarrea, vomito, fiebre,
dolor abdominal y en algunos casos deshidratacion, que pone en riesgo la

vida del menor (Hernandez, 2011; Ramig, 2004).

En México en el afio 2006 se adicioné al programa nacional de vacunacion
la vacuna Rotarix® (GSK) y posteriormente la vacuna Rotateq (Merck).
Ambas vacunas han mostrado ser seguras y eficientes en disminuciéon de
la severidad de la gastroenteritis (WHO, 2007). Sin embargo, las
caracteristicas propias de rotavirus cuyas variantes genotipicas y
antigeénicas pueden cambiar de una temporada a otra, han dado la pauta
para continuar con el analisis molecular de cepas de rotavirus circulantes.
A su vez, este tipo de analisis puede ser importante para evaluar la
eficacia de las vacunas actualmente disponibles. Por tal motivo, en este
estudio se analizé la severidad de la gastroenteritis por rotavirus y los
diferentes genotipos circulantes en la regién sur del estado de Sonora,

México.



2.0 ENFERMEDADES GASTROINTESTINALES

La gastroenteritis se define como una inflamacién intestinal, puede ser
ocasionada por agentes infecciosos o sus toxinas (Riechmann et al, 2010).
Actualmente la European Society for Paediatric Gastroenterology,
Hepatology and Nutrition (ESPGHAN) y European Society of Paediatric
Infectious Diseases (ESPID), describen la gastroenteritis aguda como una
disminucion en la consistencia de las heces {(blandas o liquidas) aunado a
un aumento en el nimero de deposiciones (mas de 3 en 24 horas), con o
sin fiebre y/o vémito, con una duracién menor a 7 dias y nunca mayor de

14 dias (iPagés et al, 2010).

Las enfermedades gastrointestinales son un problema mundial,
primordialmente en paises en vias de desarrollo, en donde los indices de
mortalidad son elevados. En Asia, Africa y Latinoamérica, se estima que
aproximadamente el 50% de nifios menores de 5 aros fallece a causa de
la gastroenteritis aguda. En la mayoria de los casos los factores
socioeconomicos y nutricionales influyen mucho en la mortandad infantil

por gastroenteritis (Martinez, 2008). De acuerdo a la OMS las muertes



ocasionadas por enfermedades diarreicas, en realidad son a causa de la
deshidratacion provocada por la pérdida de liquidos en evacuaciones

frecuentes (WHO, 2013).

De acuerdo a datos proporcionados por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y la UNICEF, cada afio a nivel mundial, ocurren dos mil
millones de casos por enfermedades diarreicas. Esto a su vez se asocia a
la muerte en 1.9 millones de nifios menores de 5 afios, principalmente en
paises en vias de desarrollo (Farhing and Salam, 2012). En el 2004 las
enfermedades diarreicas representaron la tercera causa de muerte en
paises de bajos ingresos, ocasionando el 6.9% de los fallecimientos. De
los 1.5 millones de nifios que perecieron por enfermedades diarreicas en

2004, el 80% era menor de 2 afios (WHO, 2013).

En Meéxico, la salud publica se ve afectada por las enfermedades
gastrointestinales, las cuales representan una de las principales causas de
consulta médica, el Instituto Mexicano del Seguro Social, brindé 2 millones
188 consultas por enfermedades gastrointetinales, solo en 2008, y en
2003, un estudio gubernamental reportd 4,556 decesos causados por
infecciones intestinales. Aunque las enfermedades gastrointestinales
afectan a toda la poblacion en general, los grupos mas vulnerables son los
menores de 5 afos y ancianos (Hernandez, 2011). En la actualidad se ha
logrado disminuir los indices de mortalidad en los paises en vias de

desarrollo, esto se debe a la distribucion y uso de soluciones de



rehidratacién oral, aumento en las tasas de lactancia materna, y a una

mayor cobertura del programa de vacunacion (Farthing and Salam, 2012).

2.1 Cuadro Clinico de la Gastroenteritis

La gastroenteritis se asocia a una amplia variedad de sintomas que
pueden ser consecuencia de una infeccion por virus, bacterias o parasitos
(Steiner and Guerrant, 2010). Con excepcion de la gastroenteritis causada
por Helicobacter pylori, el termino gastroenteritis se asocia a diarrea,
vomito y en algunos casos fiebre relacionadas con infecciones no
inflamatorias en la parte superior del intestino delgado o inflamatorias en el

colon (Morris ef al, 1994, Hostetler, 2004; Steiner and Guerrant, 2010).

2.1.1 Fisiopatologia y clasificacion de la diarrea

El tracto gastrointestinal cuenta con un amplia capacidad de absorcion de
fluidos y electrolitros, diariamente se expone a alrededor de 8-9 litros de
fluidos y de éstos solo 100-200 mi se excretan en heces (Hodges and Gill,
2010). Este proceso se asocia al transporte de sodio y potasio y otros
procesos celulares (Field, 2003). Algunos de los procesos de transporte
celular asociados con el flujo de agua son CFTR (por sus siglas en inglés:

Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), el canal activado de



cloro y calcio (CLCA), intercambio de Na'/H" - isoforma NH3 y el

transportador dependiente de sodio y glucosa (SGLT1) (Field, 2003).

Esas elaboradas vias de fransporte son reguladas por varios
neurotransmisores, hormonas, mediadores de inflamacion y algunos
contenidos intraluminales (Field, 2003). Algunos patégenos entéricos
pueden alterar el balance de fluidos y como consecuencia se induce un

proceso de pérdida de liquidos y diarrea (Field, 2003).

La OMS se refiere a la diarrea como el aumento en fas deposiciones en Ia
frecuencia normal (mas de 3 en 24 horas) de heces sueltas o liquidas
(WHO, 2013). Los episodios de diarrea pueden clasificarse, en base a su
duracion, en tres categorias: Diafrea aguda, que se asocia a 3 0 mas
deposiciones acuosas, disminuidas de consistencia, en las 24 horas
previas, diarrea persistente, la cual se relaciona con episodios de diarrea
de inicio agudo y que dura mas de 14 dias; y diarrea cronica, donde los
episodios de diarrea que se presentan por un tiempo de 14 dias a cuatro

semanas (Frank-Briggs, 2012; Lee et al, 2012).

La diarrea también se puede clasificar como no inflamatoria, inflamatoria o
invasiva. La diarrea inflamatoria es causada por microorganismos
productores de enterotoxinas o por virus que infectan sin causar
inflamacién o destruccion de la mucosa intestinal, La diarrea inflamatoria

es causada por microorganismos productores de toxinas, por bacterias no



invasivas o invasivas que inducen una reaccién inflamatoria (Berkes ef al,

2003; Navaneethan and Giannella, 2008).

La fisiopatologia de las enfermedades diarreicas puede estar relacionada
con diferentes procesos como, la 0smosis, secrecion activa, secrecion y
motilidad alterada. La diarrea osmética se debe a un exceso de solutos no
absorbibles y osméticamente activos en el lumen (Putignani and
Menichella 2010). La diarrea secretora es causada por una
sobrestimulacion de la capacidad secretora del tracto intestinal; esto se
caracteriza por un gran volumen de heces y podria ser inducida por
enterotoxinas bacterianas, hormonas, acidos biliares dihidroxilados, acidos
grasos hidroxilados y mediadores de la inflamacién (Berkes et a, 2003).
La diarrea exudativa se presenta cuando la funcién de barrera del epitelio
intestinal se ve comprometida por la pérdida de células epiteliales o la
interrupcién de la unién estrecha, en este caso, la acumulacién de agua,
electrolitos, moco y algunas veces globulos rojos y blancos en el lumen
intestinal es comun (Berkes J ef al, 2003). La diarrea asociada de la
motilidad alterada se debe a un aumento o disminucién de la motilidad en
el intestino; motilidad baja puede resultar en sobrecrecimiento bacteriano,

que puede producir la diarrea (Berkes J et al, 2003).



2.2 Patégenos Asociados a Enfermedades Diarreicas.

Actualmente se reconocen mas de 20 microorganismos causantes de
gastroenteritis aguda (GEA), dentro de los patdgenos se encuentran virus,
bacterias y parasitos (Tabla 1), que pueden estar presentes en agua y

alimentos contaminados (Pérez ef af, 2011).

En la etiologia bacteriana los agentes predominantes causantes de GEA
son: E coli, Shigella, Salmonela, Yersinia, Vibrio cholerae; dentro de los
principales parasitos se encuentran Giardia flamblia y Entamoeba
histolytica, describiendo su fisiopatologia de forma muy general, estos
patégenos pueden producir diarrea mediante tres mecanismos: secrecion,
disrupciéon de la mucosa intestinal e invasion tisular, lo que ocasiona una
disminucién en la absorcién de electrolitos y pérdida de agua, asi como la
perdida de las hidrolasas en la superficie de las vellosidades intestinales

provocando una deshidrataciéon (Riechmann et al, 2010).

La gastroenteritis de origen viral es la mas comun y se asocia al 70% de
los casos. Los principales virus responsables de GEA son: Calicivirus,
Astrovirus, Adenovirus y Rotavirus. Este Ultimo causa alrededor del 80%
de diarreas agudas en menores de 5 afios. En México la gastroenteritis
aguda, por agentes virales es la de mayor prevalencia, en comparacion
con bacterias y parasitos, donde se ha observado un decremento en las

muertes infantiles (Esparza-Aguilar et a/, 2009).



3. Gastroenteritis por rotavirus

Rotavirus es el agente causal de gastroenteritis, antalmente produce
500,000 muertes por afio, el 90% de las defunciones de nifios con GEA
ocasionada por rotavirus, ocurre en Asia y Africa, y alrededor de 2
millones de infantes son hospitalizados cada afo a nivel mundial.
Rotavirus infecta a nifios de entre 6 y 24 meses, sin embargo los nifios

mayores también pueden infectarse (Hyser and Estes, 2009).

La mayoria de los nifios al cumplir 5 afios ya han sido infectados por una
0 varias cepas de rotavirus y presentan signos serolégicos de la infeccién.
Los lactantes (0-3 meses) son asintomaticos a las infecciones por
rotavirus, ya que durante los primeros meses de vida, la madre les
confiere anticuerpos a través de la leche materna, a menos que el nifio
este inmunodeprimido o sus intestinos no estén del todo maduros, sera
susceptible a infectarse. Los adultos también pueden ser afectados por
rotavirus, solo que en ellos la sintomatologia no se manifiesta, siempre y
cuando su sistema inmune no se encuentre inmunocomprometido

(Tamayo and Moreno, 2007)



Tabla 1. Patégenos causantes de gastroenteritis agudas*.

Bacterias .' Virus Parasitos
Escherichia coli, productora | B S o |
| Rotavirus osporidium parvum |
de diarrea dEatidies G i
" Campylobacter jejuni Norovirus(Calcivirus) Giardia intestinalis |
i Adenovirus (Serotipo ] : i
Vibrio cholerae O1* Microsporida*
40/41)
| Vibrio cholerae 0139 Astrovirus Entamoeba histolytica
' Especie Shigella Citomegalovirus* isospora beili* eI
Vibrio parahaemolyticus Cyclospora cayetanesis
Bacteroides fragilis R Dientamoeba Fragili
Campylobacter cofi Blastocystis hominis
Campylobacter upsaliensis | Helmintos
Salmonellae no tifcidea Strongyioides stercoralis
Tl Angiostrongylus
Clostridium difficile g ] g,y
costaricensis
| i / Schistoma marisoni,
| Yersinia enterocolica : )
l 8. japonicum
[V, pseudofuberculosis SR A S e ey PR s e ne S e
L

* Farthing y Salam (2012) Guia Practica de la Organizacin Mundial de

Gastroenterologia.
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La transmision de rotavirus es la via fecal-oral. Durante la infeccion se
excretan grandes cantidades de particulas virales (1010 particulas por gr de
heces), la dosis minima infectiva es de 10 a 100 particulas infectivas, para
evitar la propagacién es importante lavarse las manos y aumentar las

medidas higiénicas (de Pediatria, 2006).

3.1. Estructura de la particula viral

El genoma de rotavirus es de 18,522 pares de bases, codifica para 6
proteinas estructurales denominadas VP1-VP7 (viral protein, por sus
siglas en inglés) (Fig. 1) y 6 proteinas no estructurales NSP1-NSP3 (del
inglés non-structural protein) (Estes and Cohen 1989). A excepcién del
gen 11 que tiene dos marcos de lectura y codifica para dos de las
proteinas no estructurales NSP5 y NSP6, el resto del genoma codifica solo
para un gen, presentando un corrimiento electroforético muy caracteristico

(Lopez and Arias, 2001).

3.2 Ciclo replicativo de rotavirus

Rotavirus se internaliza en la célula de forma directa a travées de la
proteina VP4 o por un proceso de endocitosis. Al entrar a la célula pierde
la capa externa, esto se debe a la baja concentracion de calcio (Ruiz ef a/,
1996) (Fig. 2). Las proteinas VP4 y VP7 se desestabilizan, dando lugar a

las particulas virales de doble capa, donde se activa el proceso de
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transcripcion del RNA mensajero, que dirigira la sintesis de las seis
proteinas estructurales y de las seis proteinas no estructurales (Estes,

2001; Cohen et af, 1979).

En el core, las proteinas VP1 y VP3 son las responsables de la
transcripcion, incorporacion de nucledtidos, asi como la formacion del cap
en el extremo 5 del RNAm, solo que a diferencia de los RNAm celulares,

carecen de poli-A en el extremo 3’ (Bustos, 2008).

Transcurridas de 3 a 4 horas, después de la infeccion, se forman
viroplasmas en el citoplasma, que son estructuras electrodensas
compuestas de grandes cantidades de RNA y proteinas virales, se ha
propuesto que es ahi donde se lleva a cabo la replicacion del genoma
viral, asi como la seleccion y empaquetamiento del genoma (Lopez and
Arias, 2001; Bustos, 2008). Los viroplasmas son formados por las
proteinas NSP2 y NSP5, con la ausencia de cualquiera de ellas, las
estructuras no tendrian lugar y se interrumpiria el ciclo replicativo

(Gonzélez et &, 1998; Fabbretti et al, 1999; Vende ef &, 2002).

Para la sintesis de la hebra negativa de RNA, se utiliza como molde el
RNAm, que conformara el RNAdc. Una secuencia consenso presente en
el extremo 3 del RNAm actia como la sefial en cis requerida para la
sintesis de la cadena negativa del RNA genomico (Patton et al, 1996). Las

particulas subvirales formadas, migran hacia el reticulo endoplasmico para
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VP4

VP7

VPG
VP2

VP13
dsRNA

Fig. 1. Esquema de rotavirus maduro, con sUs tres capas; las espiculas rojas
representan VP4, mientras que las perlas amarillas VP7 (capa externa/TLP), las
bolas azules son |a capa intermedia/DLP donde se encuentra VP86 y la capa
verde representa el core donde se ubican las proteinas VP1, VP2, VP3 y el

dsRNA compacto (Ruiz et al, 2009).
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3.3.1 Genotipos de rotavirus cominmente reportados a nivel mundial

Actualmente se conocen 23 genotipos G y 32 genotipos P en todo el
mundo (Mukherjee and Chawla-Sarkar 2011; Alam et al, 2013). Las
combinaciones de estos genotipos, causantes de gastroenteritis aguda en
nifios menores de 5 afios a nivel mundial son G1P[8], G2P[4], G3P[8], v
G4P[8] representando el 90% del total de los aislamientos; siendo la
primera combinacion (G1P[8]) la de mayor prevalencia en todo el mundo
(Grafico 1) (Sanchez-Fauquier, et al, 2006). Aunque también pueden
darse infecciones mixtas, las mas frecuentes son G1/G8 y G1/G2, debido
a la enorme diversidad que presentan los rotavirus humanos por su
genoma segmentado, que genera la frecuencia de las cepas dominantes y

combinaciones inusuales (Dennehy, 2008).

En Mexico las cepas circulantes, que se aislan con mayor frecuencia son
G1, G3, G2, G4 y G9 (Esparza-Aguilar ef al, 2009). Para poder definir la
diversidad de las cepas circulantes de una region, es importante realizar
una genotipificacion de las proteinas externas de la capside VP4 y VP7
(Romero ef al, 2007). Rotavirus es especifico, pero puede surgir una
transmision entre especies, provocando combinaciones inusuales con los
genotipos G/P, ya sea por transmisién directa de animales a humanos, o
recombinaciones de cepas entre ellos (O'Ryan, 2009; Kellner, 2005). Tal

es el caso de las
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combinaciones G5, G8, G12 y GO9P[8] las cuales se consideran
emergentes, y representan aproximadamente el 4% de los aislamientos

(Chiappini et al, 2010; Dennehy, 2008).

3.4 Fisiopatologia de la gastroenteritis por rotavirus

La gastroenteritis por rotavirus es muy comdun, en especial en la época
invernal, que es cuando los casos aumentan. Cuando el nifio ha sido
infectado por rotavirus, transcurren de 24 a 48 horas, para que la
sintomatologia se preseNte de manera severa 0 NO, ya que pudiera pasar
desapercibida. La diarrea por rotavirus generalmente dura entre 4 y 7 dias

(Desselberger et al, 2009).

La infeccidn por rotavirus tiene lugar en el intestino delgado, pudiéndose
extender hasta el ileon, Rotavirus se adhiere a las microvellosidades del
enterocito maduro, lo que sugiere que el virus presenta un tropismo
restringido ya que dnicamente infecta a estas células. La selectividad de
rotavirus por los enterocitos, en parte depende, de la interaccion del virus
con sus receptores celulares. En algunos casos la diarrea puede deberse
a la destruccion de las células infectadas en las puntas de las vellosidades
intestinales: lo que a su vez ocasiona una alteracion en la absorcion,
transporte de agua y electrolitos, generando un desequilibrio entre la
absorcion de carbohidratos (lactosa), asi como de liquidos (Tamayo and

Moreno, 2007).
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La proteina no estructural NSP4 es la primera enterotoxina viral descrita,
juega un papel muy importante dentro de la patogénesis de rotavirus, ya
que ocasiona una alteracion en el calcio intracelular del reticulo
endoplasmico hacia el citoplasma, generando un desbalance, que
activa los canales de cloro, provocando un aumento en la secrecion del
ion cloro, incrementando la permeabilidad de la membrana para los
electrolitos, dando lugar a la diarrea {Gonzalez, 2012; Vizzi, 2009). Se ha
asociado a NSP4 como inductora de diarrea, en ausencia de ofras
proteinas de rotavirus, ademas participa en el ensamblaje, maduracion de
los virus y penetracion del mismo al reticulo endoplasmico (Infante-

Ramirez ef al, 2007; Bustos ef al, 2008, Gonzalez, 2012).
3.5 Vacunas contra rotavirus: Historia y presente

La historia natural de la enfermedad muestra una alta incidencia de
infecciones repetidas en los dos primeros afios de vida, disminuyendo la
gravedad del cuadro clinico con el ndimero de infecciones, la
gastroenteritis producida por rotavirus se le asocia a un mayor riesgo de
deshidratacion que la producida por ofros microorganismos (Kapikian,

2011).

La primera vacuna bovina monovalente fue la RIT 4237, la cual introdujo
88 % de proteccion heterotipica contra diarrea severa por rotavirus, sin

embargo, a pesar de los resultados alentadores en paises desarrollados,
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la vacuna fue detenida a principios de la década de 1980, cuando su
eficacia protectora no pudo ser confirmada en estudios en fase realizados

en paises en vias de desarrollo (Vesikari, 2012, Parashar, 1998).

Las vacunas de cepas recombinantes animal-humana han sido
elaboradas con el propésito de combinar la facilidad de cultivo del virus
con especificaciones antigénicas de los sSerotipos de rotavirus
predominantes. Después en 1998, la administraciéon de Alimentos y
Drogas de EUA aprobé la vacuna Rhesus- humana tetravalente,
RotaShield, VRR-TV (fabricada por Wyeth Leder) esta vacuna incluia el
serotipoc G3 del virus rhesus, junto con G1 y G2 y G4 de origen humano

(Ciarlet and Schodel, 2009; Desselberger, et al 2009).

Tres estudios los que evaluaron la eficacia protectora de RotaShield, el
primero en periodo de dos afios, tres dosis obtuvieron 57% y 82% de
proteccién contra rotavirus. En el segundo realizado en EUA, la vacuna
produjo un 49% de eficacia contra episodios diarreicos y un 80% de
proteccion de casos severos por rotavirus y en todas las gastroenteritis de
nifos pequefios el 60%. RotaShield proporcioné tasas de proteccién de
88% contra diarrea severa, 755 contra deshidratacion y también produjo
70% de reduccion en las admisiones a hospitales (Parashar, 1998; Ciarlet

and Schédel, 2009; Kapikian, 2011).
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Grafico 1

Distribucion a nivel mundial de genotipos humanos de rotavirus, segun el
reporte de la red de vigilancia de la Organizacién Mundial de la Salud,

2010.

Distribucion Mundial de Rotavirus
HGIP[8] mMG2P[4] mG3P[8] mMGAP[8] wWGIP{8] winusuales wMixed

MUntypeable
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No obstante fue en Julio de 1999, a menos de un afio de haber sido
lanzada y de haberse aplicado 1.5 millones de dosis de vacunas
RotaShield a aproximadamente 900.000 nifios en EUA, la vacuna contra
rotavirus RotaShield, fue suspendida por haber estado relacionada con
casos raros de Invaginacion Intestinal después de la primera dosis

(Vesikari, 2012; Ciarlet and Schodel, 2009).

Después de haber sido analizadas en pruebas de fase 3 en alrededor de
70.000 nifios, en el 2006, dos vacunas contra el rotavirus mostraron ser
seguras y efectivas en los nifios: Rotarix (GSK) y Rotateq (Merck) ambas
con licencia en varios paises (Bishop, 2009). Dichas Vacunas de
administracion via oral segura y eficaz frente a la enfermedad, una
monovalente humana atenuada y ofra pentavalente bovina humana, las
cuales la OMS recomienda la inclusion de esta vacuna en los programas

de inmunizacién (WHO, 2011).

México fue uno de los primeros paises en recibir la vacuna en el 2006;
para la temporada de rotavirus del 2009, las tasas de mortalidad debidas a
la enfermedad diarreica habian disminuido tanto en la poblacién objetivo
de la vacunacion (nifos menores de 11 meses, donde la tasa disminuyé
en un 40%) y entre nifos de uno y dos afios de edad (casi en un 30%)

(WHO, 2011).
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3.5.1 Rotarix: Vacuna Monovalente

La cepa de rotavirus que dio origen a Rotarix (GSK) fue obtenida de un
caso de gastroenteritis causado por rotavirus en un nifio de Cincinnati, la
compafia farmacéutica GlaxoSmithKline desarrolfa [la vacuna
monovalente contra rotavirus de una cepa precursora atenuada G1P[8],
comparte epitopes protectores, involucrados en neutralizacién de virus
pertenecientes al grupo A (Vesikari, 2012; Desselberger, 2009). Esta cepa
fue pasada por cultivos de células Vero para su atenuacion, obteniéndose
la cepa vacunal RIX4414. Y posteriormente fue sometida a amplios
estudios de seguridad. Hasta el dic de hoy Rotarix (GSK) esta autorizada
en numerosos paises de todo el mundo, conformada de 2 dosis vias

orales, administrada a los 2-4 meses de edad (Vesikari, 2012).

La eficacia de la vacuna fue alta 87% frente a diarrea grave por rotavirus
originada no solo por cepas originales G1P8, sino también por cepas G3P
[8], G4P [8] y G9 P[8]. La eficacia frente a las cepas G2P[4] fue del 45%,
lo que indica que Rotarix (DSK) ejerce un efecto protector incluso en
cepas que no muestran las mismas proteinas VP4 ni VP7, contiene el
serotipo G1, virus que mas circula en México. Por tal motivo, fue
autorizada para su uso en México en Enero del 2005 e incorporada en la
cartilla Nacional de vacunaciéon en 2006 (Vesikari, 2012, Desselberger, et

al 2009; Mejia, et al 2011).
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3.3.2 RotaTeq: Vacuna pentavalente recombinate bovino- humana

RotaTeq (Merck) es una vacuna pentavalente de rotavirus reordenados de
cepas de bovino-humano. Contiene cinco cepas, obtenidas por
recombinacion genética entre esta cepa y varias cepas de rotavirus
humanos, que expresan la proteina de superficie VP7 de los rotavirus
humanos de los tipos G1,G2,G3 y G4 y la proteina VP4 del rotavirus
humano correspondiente al genotipo P[8] (Desselberger,et a/ 2009, Ciarlet

and Schodel, 2009 ).

La eficacia y seguridad de Rotateq (Merck) se ha demostrado en diversos
estudios llevados por paises industrializados como varios paises en
desarrollo de America Latina por ello, en Febrero del 2006 la vacuna
obtuvo licencia en Estados Unidos por la FDA (Food and drug
Administration). Debido a su atento seguimiento de los lactantes
vacunados que participaron en estudios de fase Ill de RotaTeq el cual no
reveld ninglin evento adverso grave asociado a la vacuna, incluida la
invaginacion intestinal {(Vesikari, 2009; Desselberger, ef a/ 2009: Ciarler

and Schddel, 2009; Kapikian, 2011).

3.6 Rotavirus: variaciones genéticas y rearreglos

Rotavirus varia de una temporada invernal a otra, esto se debe a su
genoma segmentado, ya que se presenta una alta probabilidad de

diversidad genética, generando nuevas combinaciones entre cepas, que
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podrian transmitirse entre especies (Yi and Liu, 2011). Un factor
importante que se presenta para que los feofdenamientos genéticos
existan, es la disfuncion que tiene la RNA polimerasa {(enzima lesponsable
de la transcripcion), la cual carece de actlividad exonucleasa 3'-§
(encargada de la reparacion en vifus de DNA), lo que gehefa una
mutacién pol cada copia obtehida del genoma (Schhepf ef al, 2008;
Infante-Ramirez et al, 2007). A pesal de que los Niveles de 'eplicacion son
altos, dufante una infeccién aguda pof lotavifus, No existen leportes de

gue se genefen eofdenamientos genéticos (Schnepf ef al, 2008).

Las mutacioles y [ecombinacioNes geNéticas, sof mecaNismos
importantes pafa que rotavi'us evolucioNe de manefa Mapida, aumentando
su distfibucion geoglafica y difefencias temporales (Sanchez-Fauquier ef
al, 2006). Cuando en una célula existe una co-infeccién con dos cepas
distintas de fotavifus, pero que a la vez son compatibles (mismo grupo o
espeCie), existe una gfan posibilidad de que se cfeen nuevos segmentos
en el geNoma del vifus (segmentos eordenados) (Taniguchi and Komoto,
2012). Los genomas feofdeNados se han encontrado en nifios
inmunodepfimidos, infectados de manera cfénica por rotavirus, asi como

también en animales (Estes aNd Cohen, 1989).

Ei reOrdenamiento gehético de rotavilus, se presenta de manera mas
Comun en el gen 11 (codifica para las pfoteiNas no estructurales, NSP5 Y

NSP8), los genes de! 5-10 son los menos afectados. Aun se desconoce si
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los rotavirus que presentan el reordenamiento en el segmento 11
presentan alguna ventaja selectiva para su deteccion o la frecuencia con

la que se produce el reordenamiento en este gen (Schnepf ef af, 2008).

Generalmente los rotavirus que presentan reordenamientos, son virus
‘normales” capaces de reagruparse in vitro, ademas pueden reemplazar
de manera funcional y estructural a sus contrapartes normales, lo que
propone, que son virus genéticamente estables, capaces de propagarse
en la poblacién (Gault et a/, 2001, O'Ryan ef al, 2009). Esto indica que la
recombinacion es un mecanismo importante entre las cepas circulantes de

rotavirus a nivel mundial (Gault et a/, 2001; O'Ryan et al, 2009).
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Muestreo y severidad de la gastroenteritis:

Durante el periodo de Agosto del 2012 a Agosto del 2013, se recolectaron
100 muestras de heces de nifios con gastroenteritis. Los menores fueron
atendidos en el area de pediatria, consulta externa y urgencias del
Hospital General de Navojoa y del Hospital Infantil de Cd. Obregén. Los
criterios de inclusion se basaron en: La edad y sintomatologia del menor,
para ésto se consideraron menores de 5 anos con gastroenteritis (no
bacteriana, ni parasitaria) o que presentaran alguno de los sintomas del

cuadro clinico de gastroenteritis (fiebre, vémito, deshidratacion).

Las muestras obtenidas de nifios con gastroenteritis se transportaron al
laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular (JL302) de la Universidad de
Sonora, campus Navojoa, donde se almacenaron a -20°C hasta su
andlisis. Asi mismo, al momento de recolectar cada una de las muestras
se registraron datos generales del menor y datos sobre la sintomatologia

del menor come duracion la diarrea (nimero de dias), frecuencia de
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evacuaciones por dia, duracién de episodios de vémitos (nimero de dias),
frecuencia de vémitos por dia, temperatura maxima registrada, nivel de
deshidratacién y tratamiento recibido (ninguno, medicamento supervisado
o ingreso hospitalario) (Anexo 1). En base a estos datos, se procedié a
evaluar la severidad de la gastroenteritis (leve, moderada y severa), segin
la puntuacion obtenida de acuerdo con la tabla de Ruuska y Vesikari

(1991), siendo 20 puntos el valor maximo (Anexo 2).

4.2 Deteccidn de rotavirus

Las muestras de heces de nifios con gastroenteritis fueron analizadas en
el laboratorio para determinar la presencia de rotavirus como posible
agente causal de la gastroenteritis. A cada una de las muestras se les
realizé una prueba rapida de deteccion de rotavirus/adenovirus utilizando
el kit comercial SD Rota/Adeno Rapid Test (SD Bioline). Ei protocolo se
describe brevemente a continuacién: Con un hisopo se recolectaron
aproximadamente 50 mg de heces que se disolvieron en 4 ml de buffer
diluyente, posteriormente se adicionaron de 3 a 4 gotas (120 a 150
microlitros) de esta mezcla al pocillo de Ia tira reactiva de SD Rota/Adeno
Rapid Test (SD Bioline) y se incubd a temperatura ambiente por 20 min.
La muestra de determino positiva para rotavirus con la apariclon de upa
banda de color azul en la linea correspondiente a rotavirus en la tira

reactiva y ofra similar correspondiente al control. Las muestras positivas
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para rotavirus se utilizaron para la extraccién de acidos nucleicos y su

posterior analisis por PCR.

4.3 Extraccion de RNA

4.3.1 Método fenol-cloroformo

De las muestras positivas para rotavirus se realizd una suspension de
heces en PBS al 20%. De esta suspension se tomaron 200 ul y se
mezclaron con 200 ul de buffer lisis (Tris Base, 8 mM; EDTA sal disédica,
76 mM; SDS, 45 mM; Mercaptoetanol, 0.16 M, NaCl, 0.7 M). La mezcla se
homogenizé durante 2 minutos en vortex, posteriormente se le adiciond
400 ul de fenol-cloroformo saturado con Tris (pH 8.0 SIGMA), para luego
volver a homogenizar durante 2 minutos en vortex. Después se procedié a
centrifugar a 12,000 rpm (Centrifuga LabNet International Inc.) durante 5
minutos a 4°C. En este paso se observd la separacion de la solucién en
dos fases, fase organica y fase acuosa que es donde se encuentra el
ARN. La fase acuosa se almacend a -20°C hasta su uso. Las muestras
procesadas por esta técnica se utiizaron para corrimiento electroforético

en geles de poliacrilamida al 10%.

4.3.2 Método Trizol

El método de trizol se utilizd para purificar el RNA viral de las muestras

positivas para rotavirus y posteriormente someterlo a transcripcion reversa
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y PCR (RT-PCR). A 200 ul de la suspensién de heces en PBS al 20% se
le adicioné 500 pl de Trizol® (Invitrogen, LS Reagent), posteriormente se
homogenizé en vortex 10 ocasiones con intervalos de 3 a 5 segundos y se
incub6é a temperatura ambiente por 5 minutos. Una vez transcurrido el
tiempo se agregaron 100 pl de cloroformo, se homogenizé nuevamente en
vortex por 10 ocasiones con intervalos de 3 a 5 segundos y se incubé por
3 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugé a 12,000 rpm durante 15
minutos a 4°C (Centrifuga LabNet international Inc.). Al finalizar el proceso
de centrifugacién se observaron dos fases, la fase acuosa se transfirié a
un tubo eppendorf de 1.5 mi nuevo y etiquetado correctamente y se le
agregé 400 pl de alcohol isopropilico, se homogenizé suavemente por
inversién en 10 ocasiones. Después, se incubé a -20°C durante 1 hora, se
centrifugé a 12,000 rpm por 15 minutos a 4°C (Centrifuga LabNet
International Inc.}) se retiré el sobrenadante, se adicioné 1 ml de etanol
absoluto y se homogenizé suavemente por inversién del tubo, luego se
centrifugo a 12,000 rpm por 7 minutos a 4°C (Centrifuga LabNet
International Inc.). Posteriormente se retiré el sobrenadante y resuspendio
la pastilla de RNA en 1 mi de etanol al 70%, se homogenizo por inversion
y se centrifugo a 12,000 rpm por 5 minutos (Centrifuga LabNet
International Inc.).. Se retiré todo el sobrenadante y se dejé secar la
pastilla de RNA en campana de flujo laminar (Labconco®, purifier biological
safety cabinet) por 10-30 minutos. La pastilla de RNA se resuspendié en

20 il de agua miliQ estéril y se almaceno a -20 °C hasta su uso.
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4.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida

El RNA extraido por el método de fenol cloroformo de las muestras de
heces positivas para rotavirus se sometidé a electroforesis en gel de
poliacrilamida. El RNA se colocd en un gel poliacrilamida af 10% en la
camara de electroforesis (Mini-PROTEAN® Tetra Cell, BIORAD) en
condiciones nativas a 100 volts (Fuente de poder BIORAD), durante 3
horas en buffer de corrimiento Tris-Glicina 1X (Glicina, 150 mM; Tris, 20
miM). Posteriormente, el gel se colocd en solucion fijadora (Etanol al 10%,
acido acético 0.5%) por 30 minutos, luego se colocd en una solucion de
nitrato de plata (10 mM) por 30 minutos en condiciones de oscuridad. Se
lavé el gel dos veces consecutivas con agua tridestilada y se le adiciond
una solucién de revelado (Formaldehido al 1.5%, NaOH 0.75 M) y se
incubo a temperatura ambiente en rotacion hasta la aparicidn de las
bandas o por 15 minutos. El gel se lavé con una solucién de acido acético
al 5% por cinco minutos y posteriormente se colocd en agua tridestilada.

El gel se expuso a luz blanca en el transluminador (DNR miniBis Pro).
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siguiente manera: buffer 1X (Green GoTaq, PROMEGA), MgCl, 10 mM,
los oligonuciedtidos sentido 25 pM (Beg9, 9CON1 6 VP7F para VP7,
CON3, VP4F 6 VP4A para VP4), y los primers antisentido (End9, 9CON2
0 VP7R para VP7; Con 2, VP4F 6 VP4R para VP4), dNTP's (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP) 2.5 mM, 1 unidad de Taq polimerasa y 1 yt de cDNA para un
volumen final de 12.5 pl, se colocd en el termociclador (Aplied Biosystem),
En el caso de VP7 la reaccion de PCR se sometid un ciclo de 95°C por 3
minutos, a 30 ciclos de 3 etapas de 95°C por 45 segundos, 42°C por 30
segundos y 72°C por 90 segundos y finaimente un ciclo de 72°C por 10
minutos. Por su parte las condiciones a las que se sometio la reaccion de
PCR para VP4 fueron similares en tiempo y temperaturas excepto por la
temperatura de alineacion de los oligonucledtidos que en este caso fue de
50°C. El producto de PCR se sometio a una electroforesis en un gel de
agarosa al 1.5%, en buffer tris acetato EDTA (TAE) a 100 volts por 45
minutos y se visualizd al tefirio con bromuro de etidio y en exposicién a

luz ultravioleta en el transluminador (Bio-imaging Systems MiniBis Pro).

4.7 Genotipificacion de VP4 y VP7

El genotipo de VP4 y de VP7 se determind por medio de una PCR
semianidada. Para la genotipificacion se realizé una mezcla con los
siguientes componentes: Buffer GoTaq 5x, MgCl2 10 mM, e
oligonucledtido externo correspondiente, 25 uyM (End9; 9CON2 VPT7R,

para VP7, CON3, VP4F, VP4A para VP4), los oligonucleotidos internos
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especificos (anidado) 25 puM (Tabla 2 y Tabla 3), 1 unidad de Taq
polimerasa, y 0.2 pl del producto de PCR. Las condiciones del
termociclador fueron las mismas que para la amplificacion del gen parcial
de VP4 y VP7 respectivamente. Para la visualizacion de los segmentos
amplificados, correspondientes a cada genotipo, el producto se sometio a
una electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, se tifié con bromuro de etidio
y se observd con luz ultravioleta en el transluminador (Bio-Imaging

Systems MiniBis Pro).
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Tabla 2

Secuencias de oligonucleétidos y tamafio de segmento esperado en la
amplificacion del gen de VP7 y su genotipificacion.

S

e

Oligonucledtido Secuencia §'-3’ Posicion | S;%;n |
Oligonucledtidos opcion 1
Bego GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG | 1 220 o
Ends GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG | T ™
aBT1 (G1) CAAGTACTCAAATCAATGATGG 3142335 | 749 |
 aCT2(G2) | CAATGATATTAACACATTTTCTGTG | 411 a435 | 652 |
~ aDT4(G4) CET:l:FCTGGTGAGE's'ﬁGTTG 480 2 498 | 583__j
2ET3 (G3) CGTTTGAAGAAGTTGCAACAG 689 2709 | 374
Thal Oligonucledtidos o;_);:c;.r1 2 il
9CON1 | TAGCTCCTTTTAATGTATGG | Tt
 9CON2 GTATAAAATACTTGCCACCA (9222941 | e
:_aE1 G E:RAGTACTCA@ATE_@TGATGG 7 ; 314 2 335 |6
| acT2(G2) CAATGATATTAACACATTTTCTGTG | 4112435 | 531
| aDT4 (G4) C_GHCTGGTGAGGAGTTG 402408 |42
| ET3(G3) CGTTTGAAGAAGTTGCAACAG 6892709 |263 |
et ongonucleoudos opcion 3 I
VP7F ATGTATGGTATTGAATATACCAC str2 ||
R [AAGTTGcoAGoATIITGe . [esm | |
| BT1(G1) CAAGTACTCAAATCAATGATGG 342335 | 602 |
 acT2(G2) CAATGATAT_TKKEAE:ATTTTCTGTG 411 2435 '55"565" =
aDT4(G4) | CGTTTCTGGTGAGGAGTTG | 480a498 | 436 J
 ZET3 (G3) CGTTTGAAGAAGTTGCAACAG 6892709 | 227 |
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Tabla 3

Secuencias de oligonucledtidos y tamaio de segmento esperado en la
amplificacion del gen de VP4 y su genotipificacion.

i. Oligonucleotido Secuencia 5'-¥ | Posicion i Se;m:rt;to
Oligonucledtidos opcion 1
CON3 TGGCTTCGCCATTTTATAGACA 1a3x
CON2 | ATTTCGGACCATTTATAACC 868 a 887 =
5T-1 (P[10]) ATCATAGTTAGTAGTCGG §76-594 583 |
2T-1 (P[4]) CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC 474-494 483
4741 (P[9)) TGAGACATGCAATTGGAC 5402 | 391 |
El__(f’[_éj)_ 3 mTC_TAC"ITGGATAACGTG‘(_._‘.“_' ; 339-356 M5 |
3T-1 (P[6]) | TGTTGATTAGTTGGATTCAA 289-278 | 267 |
B ey _C)-Iigonucleétidos opcion 2 A e
| VP4F | TATGCTCCAGTNAATTGG | 132-149
VPR ATTGCATTTCTTTCCATAATG | 775795 =
5T-1 (P[10]) ATCATAGTTAGTAGTCGG §75-504 a8
274 (P[4) | CTATIGTTAGAGGTTAGAGTC | 474-494 362
4741 (P[9)) TGAGACATGCAATTGGAC 385-402 270 |
1T (P[8)) TCTACTTGGATAACGTGC 339.356 24 |
3T-1 (P[6)) TGTTGATTAGTTGGATTCAA 259.278 | 146 |
% Oligom:cleétidos opcioén 3 i
VP4A | TGGCTTCGTTCATTTATAGACA | 11-32 o
a ; | GAA fo7a-toe4 | 0%
VP4B CTAAATGCTTTGAATCATCCCA
571 (P[10]) ATCATAGTTAGTAGTCGG N 583
2T (P[4]) CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC 483 |
4T (P[9)) TGAGACATGCAATTGGAC - 391
17-1 (PLE]) TCTACTTGGATAACGTGE 45 |
3T-1 (P[6]) TGTTGATTAGTTGGATTCAA ) | i
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5. RESULTADOS.

51 Area de muestreo

Durante los meses de Agosto de 2012 a Agosto del 2013 se recolecto un
total de 100 muestras de heces correspondientes a 98 nifios menores de
cinco afos con gastroenteritis. Los menores fueron atendidos en el
Hospital del Nifio y la Mujer de Cd. Obregdn vy en el Hospital General de
Navojoa, mismos que pertenecen a la Secretaria de Salud Publica,
Jurisdiccion Sanitaria IV y V respectivamente, en el estado de Sonora (Fig.
3). Los municipios correspondientes a cada jurisdiccion se mencionan en
la Tabla 4. Asi mismo, también se realizé un andlisis de la procedencia de
cada uno de los nifos con gastroenteritis que fueron incluidos en el

estudio (Tabla 5).

5.2 Analisis de la Severidad de la Gastroenteritis

Se realizd un analisis de los datos generales y la sintomatologia de los
nifios menores de cinco afios con gastroenteritis incluidos en este estudio
(Anexo 1). De los 98 casos de gastroenteritis solo se analizaron 89 debido
a que 9 fueron descartados por falta de informacién en las encuestas. En

éste analisis se observé que 57 (64%) eran nifios y 32 (36%) eran nifias.
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La edad promedio de los infantes fue de 19 meses. En 41 (46%) de los
casos los nifios presentaron diarrea, 33 (37%) vomito, 58(65%) fiebre y 29

(32%) deshidratacién (Tabla 6).

5.3 Deteccion de rotavirus

De las 100 muestras de heces de nifos con gastroenteritis 14 (14%)
dieron positivas para rotavirus mediante pruebas rapidas SD Rota/Adeno
Rapid Test (SD Bioline) (Fig. 4). Se observaron reincidencias de dos casos
de gastroenteritis. En uno de los casos la infeccion por rofavirus se

presentd en el mismo nifio en un lapso de mes y medio.

Las muestras se sometieron a una evaluacion para determinar la
severidad de la gastroenteritis, por medio de la escala establecida por
Ruuska (1991), esto con la finalidad de observar que tan severo era el
cuadro gasfrointestinal que presentaban los nifios. En la tabla 7 se
describe el analisis de la severidad de las muesiras que resultaron

positivas para rotavirus, asi como las que resultaron negativas.

37



Tabla 4

Municipios que pertenecen a la Secretaria de Salud Publica,
Jurisdicciones IV y V en el sur de Sonora

Jurisdiccion vV Jurisdiccién V
Cajeme Alamos
Bacum Etchojoa
Empalme Huatabampo
Guayras Navojca
Quiriego Benito Juarez
Rosario
Yécora
San Ignacio Rio Muerto

JURISDICCION 111

JURISDICCION |

Fig. 3 Division jurisdiccional de la Secretaria de Salud Publica en el
estado de Sonora
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Tabla 5

Numero de muestras obtenidas en el Hospital del Nifio y la Mujer y en el

Hospital General de Navojoa.

| Hospital Jurisdiccion | Municipio Nimero de muestras
Hospital del N Cajeme | 21
‘ Nifio y la Mujer Bacum i 4
| SR Alamos 1
pita e
i General de vV HLIE tChL_? e === 111 =
| Navojoa. A TR~ ),
; Navojoa w. ]
I No No especificado 28
. especificado
L Total : 98

39



Tabla 6

Incidencia por edad y sintomas de los menores con gastroenteritis

incluidos en el estudio

Edad

Frecuencia

Cuadro Clinico

meses Diarrea Vémito Fiebre Deshidratacion |
0-8 25 12 10 15 1
712 27 12 8 19 7
13-18 4 3 2 3 2
19-24 11 3 2 7 1
25-30 3 1 1 3 1
31-36 6 2 3 3 1
3742 0 0 0 0 0
43-48 8 4 4 “4.-“_“ 3
54-60 5 4 3 4 3
Total 89 4 33 29




Figura 4. Pruebas rapidas de deteccion de rotavirus A) Prueba SD Rota/Adenc
Rapid Test (SD Bioline) positiva. B) Prueba SD Rota/Adeno Rapid Test (5D
Bioline) negativa.
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Tabla 7

Andlisis de severidad de la gastroenteritis en menores de 5 afios, positivos
y negativos para rotavirus.

| 5% | em |
| Severidad Clasificacién Incidencia | — '
: | F M {meses) :
] ) ' Casos positivos para rotavirus ]
T Leve | T e e R
>10 Moderada | 5 5 | o 21 |
>15 ! Severa | 0 _|l - = 2
' ~ Casos negativos para rotavirus
<8 A e P
>10 Moderada | 24 [ ot |53 a8
>15 severa | 5 e ] T

5.4 Deteccion del genoma de rotavirus por electroforesis

Las 14 muestras positivas para rotavirus se sometieron a una exiraccion
de RNA por el método fenol-cloroformo. Con el RNA obtenido, se realizd
una electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% en condiciones nativas,

a 100 volts durante 3 horas. Posteriormente, el gel se tifio con nitrato de

42



plata. Las muestras positivas para rotavirus mostraron un modelo de

migracion electroforético caracteristico de rotavirus del grupo A (Fig. 5).

5.5 Amplificacién y genotipificacion de VP7

De las muestras positivas para rotavirus se realizé una extraccién de RNA
y sintesis de cDNA. Posteriormente se amplifico el gen de VP7 mediante
PCR. Para optimizar el nimero de muestras que amplificaron el gen de
VP7, se utilizaron distintos juegos de oligonucleotidos y por tal motivo se
amplificaron segmentos de diferentes tamanos (Tabla 8). De las 14
muestras positivas, 6 amplificaron el gen completo de VP7 (1062 pb) y dos
el gen parcial (904 pb) (Fig. 6a). La genotipificacion de VP7 se realizo
mediante una PCR semianidada, utilizando un oligonucleétido externo y
oligonucleétidos internos correspondiente a los genotipos G1, G2, G3 y G4
(Fig. 6b). Los segmentos amplificados variaron en tamafo, esto de
acuerdo con el oligonucledtido interno utilizado (Tabla 8). Los resultados
obtenidos, demostraron que de las 14 muestras 4(29%) fueron G1, 3
(21%) fueron G2 y 1(7%) fue G3, también se observé la presencia dos
coinfecciones, 1(7%) G1/G2 y 1(7%) G2/G4, 4 (29%) de las muestras no

pudieron ser genotipificadas para VP7.
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Fig. 5 Corrimiento electroforético caracteristico de rotavirus del grupo A



Fig. 6 Amplificacion y genotipificacion del VP7, a) Amplificacion del gen que
codifica para VP7 (1062 pb), carri 1. Marcador de pares de bases; carril 2-6
muestras positivas para rotavirus. b) Amplificacion de los segmentos
caracteristicos de cada genotipo de VP7.

Tabla 8

Amplificacion y genotipificacion del gen que codifica para VP7 de
Rotavirus

Amplificacion del gen de VP7
JUEGOQ DE OLIGONUCLEOTIDOS MUESTRAS AMPLIFICADAS

VP7
Beg9-End9 (1062 pb) 6
9CON1-9CON2 (904 pb) 2
VP7F-VP7R (881 pb) 0

Genotipificacion de VP7

OLIGONUCLEOTIDO EXTERNO VP7 MUESTRAS AMPLIFICADAS

(GENOT!PO)
End9 6
9CON2 0
VP7R 0
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5.6 Amplificacion y genotipificacion de VP4

Para la amplificacién del gen que codifica para VP4 se utilizaron los
oligonucleétidos Con3 y Con2, asi como otros 2 juegos mas de cebadores
(VP4F/VP4R vy VP4A/NP4B) por esta razdn, los segmentos amplificados
variaron en tamafno (Fig. 7a). El producto de PCR que se obtuvo se
someti® a una PCR semianidada, donde se utilizé6 un oligonucledtido
externo (Con3, VP4F y/o VP4A segun fuera el caso) acompafado de 5
oligonucledtidos internos anidados correspondientes a los genotipos P(8],
P[4], P[6], P[9] y P[10). Los resultados mostraron que el 10 (71.42%) de

las muestras positivas para rotavirus son genotipo P[8] (Fig. 7b).
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2,072 pb
1,500 pb

600 pb

Fig. 7 Amplificacién y genotipificacion del VP4, a) Amplificacion del gen que
codifica para VP4, carril 1: Marcador de pares de bases; carril 2. Amplificacion del
segmento de 1084 pb, carril 3-8: Amplificacién del segmento de 663 pb. b)
Amplificacién de los segmentos caracteristicos del genotipe P[8] (224 pb) de VP4.

Tabla 9

Amplificacién y genotipificacion del gen que codifica para VP4

JUEGO DE OLIGONUCLEOTIDOS VP4

No. MUESTRAS AMPLIFICADAS

CON2-CONS3 (876 pb) £ %]
VP4F-VP4R (663 pb) 8
VP4A-VP4B (1084 ph) Z

OLIGONUCLEOTIDO EXTERNO VP4

No. MUESTRAS AMPLIFICADAS

(GENOTIPO)
CON3 a2
VP4F 7
VP4A 1
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6. DISCUSION Y CONCLUSION

En el presente trabajo se determiné la presencia de rotavirus en muestras
de heces fecales de nifios menores de cinco afos con gastroenteritis
atendidos en el Hospital General de Navojoa y en el Hospital del nific y la
mujer en Cd. Obregon, comprendiendo la regién sur del estado de Sonora.
Asi mismo, se realizé un analisis de la severidad de cada uno de los casos

de gastroenteritis.

El analisis de los datos de los nifios con gastroenteritis mostro que los
niios mas afectados fueron menores de dos afios, con una incidencia de
67(75%) de los casos, de éstos, 52(77%) fueron menores de 12 meses
(Tabla 6). Este analisis relaciona la edad del menor con la susceptibilidad
de padecer enfermedades gastrointestinales como ha sido reportado

previamente por la OMS (Farthing and Salam, 2012).

El analisis de estas muestras de heces fecales de nifios con gastroenteritis
demostré que presencia de rotavirus en un 14% de las muestras, es
importante mencionar que las 100 muestras analizadas fueron asociadas

a 98 casos de gastroenteritis en nifios debido a la presencia de dos
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reinfecciones. El porcentaje de rotavirus detectado es este estudio fue
bajo si se considera que la incidencia de rotavirus antes de la introduccion
de ias vacunas era del 39% de casos que requerian hospitalizacion

(Parashar, 2006).

Asi mismo, se realizé un analisis comparativo de la incidencia de rotavirus
antes y después de la introduccion de la vacuna. En un estudio realizado
de Octubre del 2004 a Marzo del 2005 en la ciudad de Monterrey México,
se detectaron 123 casos de gastroenteritis de nifios menores de cinco
afos hospitalizados, de éstos 64 (52%) se asociaron a rotavirus
(Gonzalez-Ochoa, 2013). En este estudio, el muestreo se realizd de
Agosto del 2012 a Agosto del 2013, se analizaron 98 casos de
gastroenteritis de los cuales 14 casos se relacionaron con rotavirus y en
su mayoria fueron de consulta externa mas que de hospitalizacion. En
este aspecto, se puede observar una tendencia a la disminucion de los
casos de gastroenteritis por rotavirus y la disminucion de las

hospitalizaciones.

En este estudio, la severidad de la gastroenteritis se determind en base a
la escala de Ruuska y Vesikari. Los datos mostraron que los casos de
rotavirus se relacionaron con casos leves-moderados y no se observaron
casos severos. Esto demuestra el efecto que pueden tener las vacunas
actualmente disponibles contra rotavirus en la modulacién de la

gastroenteritis. Puesto que comunmente y antes de la introduccion de las
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vacunas rotavirus se asociaba a gastroenteritis severas {Ruuska and

Vesikari, 1991 Parashar, 2006; Desselberg et al 2009; Vesikari, 2012).

Por otro lado, se amplificé y genotipifico mediante RT-PCR
(retrotranscriptasa) y PCR el gen de VP4 y VP7 de las cepas de rotavirus
detectadas en este estudio. Los resultados mostraron la presencia de 3
(21%) cepas de rotavirus GI1P[8], 2 (14%) G2P[8], 1(7%) G3 sin
caracterizar, también se observo la presencia de dos (14%) coinfecciones
entre G1/G2P[8] y G2/G4P[8]. Lo anterior demuestra que la cepa
circulante que predomina es G1P[8], es importante recalcar que las cepas
aisladas, son las mismas contra las que la vacuna protege y que dentro de
un mismo genotipo pueden presentarse variaciones asociadas a la perdida
de eficiencia de las vacunas. Continuar con estudios de este tipo son
beneficiosos, ya que proporcionan un monitoreo acerca de las cepas que
circulan en la region y permiten llevar un control de la eficiencia de las

estrategias de prevencion contra rotavirus.
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ANEXO 1

ENCUESTA

Proyecto de investigacién gastroenteritis por rotavirus

IDENTIFICACION:

NOMBRE:
Apellido paterno Apellido materno Nombre {s)
FECHA DE NACIMIENTO: _ [/ [
d  mm o MUNICIPIO: ESTADO:
GENERO: M____ F _ EDAD: /

Afio Mes Dia
DOMICILIO ACTUAL:

Calle y nimera Colonia yfo Locatidad Municipio/Estado
DATOS DE LA UNIDAD TRATANTE:
NOMBRE: CLAVE:
4El nifio estd en una guarderia? Si Nombre de la guarderia: N
ANTECEDENTES Evacuaciones en 24 hrs |:| Deshidratacién I:
¢SE ALIMENTA DE PECHO (1|1 1-3porda 1. Sin deshidratacion
MATERNO? 2. 4-5 por dia 2 leve
1 S 3. >gpordia 3. Moderada/severa
2. No Otro:
Tratamiento
Edad de Inicie Dias con vémito ] 1. Ninguno
Edad de termino 1. No vémito 2. Medicamente supervisado
2 1dia 3. Hospitalizado
CARACTERISTICAS CLINICAS 3 2 dias
FECHA DE INICIO 4 3dias Vacuna contra rotavirus:
& 4 3 | ¥ I|owe Rotarix (si/no}
Dia Mes Ao l:! dosis: Fecha:
Episodios de vmito en 24 hrs. 27 dosis: Fecha
EVACUACIONES: 1. cero |
1 Liquida !:] 2 1 por dia Rotate.q. {si/no) .
2. Pastosa 3. 2.4 por dia lldom?. Fecha:
3. Formada 4. >5dias 2 do;usl.: Fecha._
Otro: 3 dosis: Fecha:
SINTOMAZ d d = Datos de laboratorio:
Numeros de dias con diarrea Temperatura en
1. 14 dias I:! T B 3E |:| Fecha de toma de muestra:
2. 5dias 2. 37.1 °C - 38.4 °C j I | | | I |
3. > 6dias ghigigs Pal 3BLG TE Dia Mes Afio
Otro: 4, »39 °C
Resultado:
Observaciones:
Responsable de la informacion:
Nombre:_ _ Teléfono:

Direccion:
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ANEXO 2

TABLA DE LA SEVERIDAD DE LA GASTROENTERITIS (RUUSKA)

Evaluacion de la severidad de la gastroenteritis segin la puntuacion propuesta
por Ruuska y Vesikari en 1990.

Sintomatologia

Puntos

Dias con diarrea

<1

14

5

6

Evacuaciones en 24 h

1-3

45

>8

Dias con Vomito

No Vomitos

Episadios de vomito en 24h

1
2
3
0
1

24

>5

Temperatura en °C

37°C

37°C-38.4°C

38.5°C-39°C

> 39°C

Deshidratacion

Nada

Leve

Moderada/Severa

Tratamiento

Ninguno

Medicamenio
supervisado

- D] o N O W N ] O W N ] Of W N ] Of W R el W N = O

Hospitalizado

\S]
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