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La confianza en o misme es el primen secrete del éxcite

ZRalpt Walde Emenson
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RESUMEN

El Rotavirus del grupo A, junto a otros virus como son los Norovirus y Astrovirus, se muestran
como los principales agentes productores de gastroenteritis aguda en nifios menores de 5
afos. El objetivo de este estudio, fue identificar estos virus, conocer sus caracteristicas
epidemioldgicas, asi como los genotipos de Rotavirus y Norovirus circulantes. El estudio se
realizé en 1375 muestras de heces de nifios menores de 5 afios que llegaron al Laboratorio
de Diagnostico del IPK entre enero 2009 y diciembre 2016. El diagnostico de Rotavirus y
Norovirus se llevo a cabo empleando la técnica ELISA y para la genotipificacion de las
muestras positivas, la TR-RCP. La identificacion de Astrovirus se realiz6 en las muestras de
los niflos menores de 2 afios solamente, a través de la TR-RCP. El Rotavirus fue identificado
en el 49.2% de las muestras estudiadas (677/1375), siendo las combinaciones de genotipos
G1P[8 yG9P][8], conunb55.1% vy 5.3% respectivamente, las mayormente observadas.
Los Norovirus se diagnosticaron en el 7.7% (106/1375) de los casos, encontrdndose el
genogrupo GIl en el 100% de las muestras positivas. En los niflos menores 2 afios, el
Astrovirus estuvo presente en un 2.7%(36/1313) de las muestras estudiadas. El analisis
mostrd en los nifios menores 12 meses, un predominio de la coinfeccion Rotavirus —Norovirus
con un 88%, mientras que en los de 13 a 24 meses fue la Rotavirus-Astrovirus con un 32%.
La gastroenteritis aguda en los nifios menores de 5 afios es un importante problema de salud,
por lo que fortalecer el conocimiento de los agentes asociados a esta enfermedad, permitira

desarrollar estrategias para lograr la prevencién y el control de la misma.
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1.-INTRODUCCION.

La gastroenteritis aguda es una causa importante de morbilidad y mortalidad en nifios
menores de 5 afios a nivel mundial. Se estima que se producen mas de 700 millones de casos
de diarrea aguda con una mortalidad muy alta encontrandose cifras entre 3.5 y 5 millones de
fallecidos anualmente, la mayor parte en paises en vias de desarrollo (de Oliveira y cols.,
2015; Steele y cols., 2016).

A pesar de que la gastroenteritis asociada a bacterias y parasitos decrecié en frecuencia
como resultado de los avances alcanzados en la salud publica, muchos de los casos en los
cuales la etiologia es desconocida han sido relacionados con los virus.

Estos microorganismos que producen diarrea aguda, fueron conocidos como agentes
etiolégicos a principios de la década de 1970 con el descubrimiento de Kapikian y
colaboradores mediante inmunomicroscopia electronica de particulas virales en heces
procedentes de un brote de gastroenteritis en Norwalk(Kapikian y cols.,1972).Un afio después
Bishop y colaboradores observaron por microscopia electrénica particulas viricas en células
epiteliales de mucosa duodenal en nifios con diarrea aguda, particulas que recibieron el
nombre latino de rota por su forma caracteristica de rueda de carro (Bishop y cols., 1973).
Desde este descubrimiento se han definido tres grandes categorias de virus asociados con
gastroenteritis en humanos: Rotavirus, Calicivirus humanos y Astrovirus. Todos son virus con
ARN (acido ribonucleico) como material genomico y sin envoltura lipoproteica, que pueden
producir desde una infeccion subclinica hasta un cuadro grave de diarrea aguda (Wilhelmiy
cols., 2003).

Diferentes estudios muestran al Rotavirus del grupo A como el principal agente productor de
gastroenteritis en nifios menores de cinco afio (Ribas y cols., 2011; Zhang y cols., 2017). En
abril del afio 2016, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) realiz6 un estimado global de
215 000 muertes por Rotavirus. En la region de las Américas se calcula que el Rotavirus
causa aproximadamente 75 000 hospitalizaciones y cerca de 15 000 muertes anualmente,
mientras que en Africa sub-sahariana causa el 42 % de las hospitalizaciones con 121 000
defunciones. Igualmente en Asia ocurren al afio alrededor de 63 000 casos fatales, siendo la
India el pais con la mayor tasa lo que representa el 22 % del total de muertes por Rotavirus a

nivel mundial (Blanco y Fernandez, 2016).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0140673673928675?via%3Dihub#%21

En Cuba, la gastroenteritis en nifilos menores de 5 afios representa entre un 5 - 6.5% de todas
las consultas médicas que se realizan cada afio, requiriendo ingreso hospitalario entre el 15y
el 30% de los casos, produciéndose un numero considerable de hospitalizaciones (Aguiar y
cols., 2009; Ribas y cols., 2016). La mayoria de estos nifios presentan una gastroenteritis viral
aguda producida por Rotavirus del grupo A con un porcentaje entre un 18 a un 60 % (Ribas y
cols., 2015) y el resto corresponde a otros agentes de igual importancia como son los
Norovirus y Astrovirus.

El desarrollo de las técnicas de biologia molecular para el estudio de estos virus en la
poblacién infantil cubana tiene gran importancia, nos permite conocer los genotipos
circulantes en la comunidad, la periodicidad con que estos cambian y crean pautas para
futuros estudios que ayuden a decidir la introduccién o no de la vacuna contra el Rotavirus en
la poblacion infantil (Ribas y cols., 2016).

En el presente trabajo se realizd un estudio prospectivo transversal desde enero de 2009
hasta diciembre del 2016 en nifios menores de 5 afios con gastroenteritis aguda, con la
finalidad de conocer las caracteristicas epidemioldgicas presentes en las mismos e identificar

virus productores de diarreas, para lo cual se trazaron los siguientes objetivos.



2.-Objetivos.
Objetivo general
Analizar la etiologia de la gastroenteritis aguda en nifios menores de 5 afios ocurrida en Cuba

entre enero 2009 y diciembre 2016.

Objetivos especificos

1.- Identificar Rotavirus del grupo A, Norovirus y Astrovirus en muestras de heces de nifios
menores de 5 aflos con gastroenteritis aguda.

2.-Identificar los genotipos de Rotavirus y Norovirus circulantes en la poblacién infantil cubana.
3.-Determinar el comportamiento epidemioldgico de las diarreas causadas por estos virus.



3.-REVISION BIBLIOGRAFICA.

3.1.-Rotavirus

3.1.1.-Historia.

El Rotavirus en humanos fue inicialmente descrito en 1973 por Ruth Bishop en Australia quién
describié “particulas virales” por microscopia electronica en capas finas de mucosa duodenal
de nifios con diarrea severa no asociada a bacterias. En base a la morfologia de estos virus,
cuya apariencia al microscopio electronico era la de una rueda de carreta antigua, fueron

bautizados con el nombre de Rotavirus, del latin rota, que significa rueda (Bishop y cols.,
1973; Estes y cols., 1999).

3.1.2.-Caracteristicas generales.

Rotavirus pertenece taxondmicamente a la familia Reoviridae. Son particulas virales de forma
icosaédrica y sin cubierta lipidica, su genoma se encuentra formado por once segmentos de
ARN de doble cadena, que codifican a seis proteinas estructurales y seis no estructurales.

Las particulas maduras, que mide entre 70-75 nm de diametro, presentan una capside
proteica de doble capa, una externa y otra interna (Castello y cols., 2004). Dentro de la interna
hay una tercera capa, el nacleo que encierra al genoma (Fig.1).
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Figura 1: Proteinas estructurales de Rotavirus. (Tomado de Usonis y cols., 2012).



3.1.3.-Proteinas del virus.

El viridbn esta formado por seis proteinas estructurales (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7).
Aparte de estas proteinas, hay seis mas no estructurales (NSP), producidas Unicamente en
las células infectadas denominadas NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 y NSP6.

Por lo menos seis de las doce proteinas codificadas por el genoma virico llevan ARN asociado
y la funcion de estas proteinas no estan bien explicadas; se cree que estan implicadas en la
sintesis y empaquetamiento del ARN, transporte del &cido ribonucleico mensajero (ARNm)
hacia la zona de replicaciéon del genoma y en la traslacion de ARNm y regulacion de la
expresion genica (Greenberg y cols., 2009).

3.1.3.1.-Proteinas estructurales.

La VP1 esta situada en el nacleo del virus y es una ARN polimerasa. En una célula infectada
produce los transcritos de ARNm que sintetizan las proteinas viricas y duplica el genoma para
producir nuevas particulas viricas (Lee y cols., 2001).

Las proteinas VP2 y VP3 forman parte de la capa mas interna del virion, donde la VP2 va
unida al genoma de ARN (Chandra y cols., 1999) y la VP3 es una enzima llamada guanilil
transferasa, que produce la caperuza en la posicion 5' del ARN , durante la modificacidon
postranscripcional del ARNm( Villena , 2003).

La proteina VP6 también se encuentra en la capside interna, es la determinante de las
reactividades de grupo dependiendo de los diferentes epitopes presentes en esta proteina,
habiéndose constatado hasta ahora 7 grupos (A, B, C, D, E, Fy G). Los grupos A, By C han
sido aislados tanto en humanos como en animales, mientras que los grupos D, E, F y G han
sido aislados solo en animales. La mayoria de las infecciones por Rotavirus en humanos son
causadas por Rotavirus del grupo A (Linhares y cols., 2002).

En la parte externa del viribn se encuentran situadas las proteinas VP4 y VP7. La VP4 forma
una protuberancia, que es capaz de unirse a los receptores celulares para entrar en su
interior. La estructura de esta proteina determina la virulencia del virus y el tipo P de la
cadena. La proteina VP7 determina el tipo G de la cadena, y junto con VP4, esta implicada en

la respuesta inmunitaria al virus (Patton y cols., 2004).



3.1.3.2.-Proteinas no estructurales.

Las NSP1 y NSP2 son proteinas no estructurales de union a ARN, donde las NSP1 es
transcrita por el gen 5y la NSP2 se acumula en inclusiones citoplasmaticas y es necesaria en
la replicacion del genoma (Desselberger, 2010). La NSP3 esta unida a ARNm en las células
infectadas, es responsable de la finalizacion de la sintesis proteica celular.

La proteina no estructural NSP4 es una enterotoxina viral que induce diarrea, fue la primera
enterotoxina viral que se descubrio (Chen y cols., 2012).La NSP5 esta codificada por el
segmento 11 del genoma virico de Rotavirus A, y en las células infectadas se acumula en el
citoplasma (Desselberger, 2010).La NSP6 es una proteina de uniéon a acido nucleico, es
codificada por el gen 11 en un marco abierto de lectura (MAL) desfasado.
3.1.4.-Ciclo replicativo viral.

Durante el proceso de entrada, la particula viral pierde las proteinas de la capa externa y se
activa la trascripcion que depende de la ARN polimerasa viral (VP1) (Guerrant y cols., 1992).
Los transcritos virales recién sintetizados tienen dos funciones; por una parte funcionan como
ARNmM que dirigen la sintesis de las seis proteinas estructurales (VPS) y las seis proteinas no
estructurales (NSPs) del virus y por la otra, sirven como blanco para la sintesis de la cadena
negativa (que es complementaria al ARNm) y da lugar al ARN de doble cadena (ARNdSs) que
constituye el genoma viral (Steele y cols., 1994). Una vez que se acumula una masa critica de
proteinas virales, de 3 a 4 horas después de la infeccion, se forman en el citoplasma celular
estructuras electrodensas llamadas viroplasmas en donde se ha propuesto que se lleva a
cabo la replicacibn del genoma viral. En estas estructuras también se ensamblan las
particulas de doble capa que posteriormente geman al interior del reticulo endoplasmico y
adquieren durante este proceso la tercera capa proteica, dando lugar a la particula madura.
Las proteinas NSP2 y NSP5 son esenciales para la formacién de los viroplasmas, ya que en
ausencia de cualquiera de ellas no se forman estas estructuras y el ciclo replicativo del virus

se interrumpe (Arguelles y cols., 2000).



3.1.5.-Patogenia y Patologia.

Tras producirse la infeccién por via fecal-oral, el virus infecta las células maduras de las
vellosidades del intestino delgado. La invasion de las células epiteliales del intestino delgado
por parte del virus ocasiona la destruccion de las células absortivas maduras. Las células
lesionadas de las vellosidades son sustituidas por células de las criptas inmaduras que no
pueden absorber eficazmente los carbohidratos ni otros nutrientes, lo que da lugar a una
diarrea osmoética. La gravedad de la diarrea por Rotavirus es proporcional a la intensidad de la
lesion en la mucosa del intestino delgado (Matsuno y cols., 2002).

3.1.6.-Cuadro clinico.

La infeccion por Rotavirus esta precedida por un periodo de incubacion de 24-72 horas, los
sintomas oscilan desde fiebre, vémito y diarrea acuosa sin sangre de corta duracién, hasta
gastroenteritis severa con deshidratacion considerable y acidosis, que pone en peligro la vida.
La infeccion también puede estar acompafiada por infeccién de las vias respiratorias altas. El
vomito y la fiebre ceden dentro de los primeros 2-3 dias de la enfermedad, mientras que la
diarrea suele persistir por 5-8 dias (Rondon, 2006).

La primoinfeccion aparentemente deja una inmunidad parcial, pues si bien son frecuentes las
reinfecciones, éstas tienden a ser asintomaticas (Nakagomi y Nakagomi, 2002). La
enfermedad comienza de forma aguda y es usual el aumento de enzimas hepaticas en
alrededor de las dos terceras partes de los nifios internados por diarrea producida por
rotavirus (Cunliffe (a) y cols., 2001).

3.1.7.-Inmunidad.

La inmunidad relativa a la infeccion por Rotavirus es adquirida después de la infeccién
primaria en la infancia. La misma no es completa y los adultos con niveles bajos de
anticuerpos pueden ser sintomaticamente infectados. Los nifios pueden ser infectados varias
veces durante sus vidas y después de una infeccién natural, el 38% de los enfermos quedan
protegidos contra cualquier infeccion subsecuente, 77% contra diarrea, y 87% se mantienen
protegidos contra diarrea severa (Nakagomi y Nakagomi, 2002).

Los componentes de la respuesta inmune necesaria para suministrar proteccion contra
Rotavirus no han sido completamente definidos. La inmunoglobulina A salival y fecal
especifica para Rotavirus, IgA sérica y la 1gG, anticuerpos especificos del tipo G, y la

inmunidad celular reflejan la infeccion natural y la enfermedad. Las respuestas de los



anticuerpos a las primeras infecciones son primariamente homotipicas al tipo G infectante.
Las respuestas subsecuentes son mas amplias y reflejan una respuesta heterotipica con la
deteccion de anticuerpos neutralizantes especificos para Rotavirus en suero después de la
infeccion aguda (Hoshino y Kapikian, 2000).
3.1.8.-Diagnéstico.

El diagnéstico de laboratorio de Rotavirus esta basado fundamentalmente en su deteccion en
las heces, se emplean varias técnicas tales como son la microscopia electronica que tiene la
posibilidad de visualizar directamente las particulas infectivas aisladas de las muestras,
aunque no permite hacer la diferenciacion entre los grupos de Rotavirus y necesita de un
personal altamente capacitado, por lo cual es un método limitado como herramienta
diagnostica (Riverén y cols., 1989).

La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE: siglas del inglés Polyacrcrylamide Gel
Electrophoresis) es otro método usado para la deteccién de Rotavirus que se fundamenta en
la separacion electroforética de los segmentos de ARN del viridn.

EL ensayo inmunoenzimatico (ELISA) es el método mas utilizado para confirmar la presencia
de Rotavirus por su alta sensibilidad, utiliza anticuerpos policlonales y monoclonales que
detectan antigenos especificos de grupo (Parashar y cols., 2006).

La TR-RCP (Trascripcion - Reversa- Reaccion en Cadena de la Polimerasa) es un método
molecular que detecta la presencia de ARN virico, permite caracterizar los diferentes
aislamientos determinando el genotipo G y P por RCP semianidada, disponiendo de los
cebadores adecuados(Rahman y cols., 2005).
3.1.9.-Epidemiologia.

Los Rotavirus se han asociado de manera consistente a ciento once millones de episodios de
gastroenteritis infantiles, constituyendo el agente etiol6gico que de manera aislada ocupa la
mayor frecuencia como causa de diarrea en menores de dos afos de edad (Freeman y cols.,
2008).

En los paises desarrollados, donde las diarreas de origen bacteriano han disminuido, las
infecciones por Rotavirus son la primera causa de diarrea en el nifio, presentandose en
invierno con muy pocos cuadros fuera de este pico estacional, mientras que en los paises en

vias de desarrollo la enfermedad ocurre durante todo el afio sin variaciones segun las



estaciones, aunque pueden presentarse picos de Febrero a Mayo y de Septiembre a
Noviembre (Céceres y cols., 2005).

El Rotavirus del grupo A es el mas importante epidemiolégicamente y el que con mas
frecuencia circula (Freeman y cols., 2008). Dentro de este grupo las cepas circulantes en el
mundo varian ampliamente entre las distintas regiones donde el G1P[8] fue el genotipo mas
frecuente en las Américas (43 %), Europa (33%) y el Pacifico Occidental (47%), es por lo
tanto el genotipo de Rotavirus A més frecuentemente detectado a nivel mundial. Sin embargo,
la prevalencia de G4P [8] (23%) en los paises europeos y G3P [8] (25%) en el Pacifico
Occidental fue notable. En el Mediterraneo Oriental, el genotipo G2P [4] (41%) fue el mas
comunmente identificado, seguido de una proporcion sustancial de cepas poco comunes
(31%). Los datos de Africa y del sudeste asiatico revelaron una imagen diferente, donde
genotipos de rotavirus no comunes, como G2P [6], G3P [6], G12P [8], G12P [6] y G9P [6],
fueron predominantes (Jain y cols., 2014).

En Cuba en estudios realizados en el afio 2015, las combinaciones mas comunes
identificadas fueron G9P [8] (28.3 %) y G1P [8] (10%) encontrandose ademas nuevas
combinaciones de genotipos como son G2P [8] y G9P [4] (Ribas y cols., 2015).

La principal ruta de transmision de los Rotavirus es la via fecal-oral, aunque también se ha
especulado que el contacto persona a persona, con secreciones respiratorias, y con
superficies contaminadas pudieran ser fuentes de transmision, ya que los altos indices de
infeccibn por este virus en los primeros tres afios de vida en todo el mundo son
independientes de las condiciones higiénico- sanitarias. La infeccion es especie-especifica ya
gue la transmision de Rotavirus entre el hombre y animales no ha sido documentada, a pesar
de que las cepas aisladas de humanos tienen una alta homologia genética con las cepas
aisladas de animales (Inove y Kitahori, 2006).

El periodo de incubacion de este virus es de uno a tres dias, provocando un sindrome clinico
conocido como gastroenteritis viral que varia de una diarrea leve a severa que ocasiona
deshidratacion a veces fatal. Cabe mencionar que puede existir una infeccion simultanea con
dos o mas cepas diferentes de Rotavirus, tras la exposicion a ambientes altamente

contaminados (Arista y cols., 2003).



3.1.10.-Prevencion y Control.

La mejora de las medidas higiénicas y la disponibilidad de soluciones de rehidratacion oral en
todo el mundo han disminuido la mortalidad de la enfermedad, pero no se han producido
cambios apreciables en la incidencia de diarrea causada por este virus (Parashar y cols.,
2006). La vacunacion frente a Rotavirus parece ser en estos momentos la mejor estrategia en
la prevencion de la infeccion, pues evita la aparicibn de gastroenteritis grave por rotavirus,
disminuye la mortalidad y la necesidad de ingreso hospitalario por este motivo (Glass y cols.,
2006).

En la actualidad existen dos vacunas licenciadas, precalificadas por OMS y que estan
disponibles en el Mercado, Rotarix® desarrollada por GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart,
Belgium (GSK) , monovalente de origen humano de virus vivo atenuado .La cepa inicial era un
Rotavirus humano con especificidad G1P[8] , aislado de un nifio con gastroenteritis (Vizzi,
2009).

La RotaTeq® producida por Merck and Co. Inc, West Point, PA, USA, recombinante y
pentavalente de origen humano-bovino, utiliza la cepa de Rotavirus bovino WC3. Contiene
cinco cepas obtenidas por recombinacién genética 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] (Tamayo y Moreno, 2007).

3.2.-Norovirus

3.2.1.-Historia

Zahorsky en 1929, describié una enfermedad caracterizada por un inicio repentino de vomitos
y diarreas que tenia una mayor incidencia durante los meses de invierno, a la cual llamé
enfermedad de vémitos invernales (siglas del inglés Winter Vomiting Diseases). No fue hasta
1972 que Kapikian y colaboradores, en muestras obtenidas de un brote de gastroenteritis
ocurrido en 1968 en una escuela primaria de Norwalk, Ohio, descubrieron la etiologia de este
sindrome mediante el analisis por inmuno- microscopia- electronica de filtrados de heces.
Estos virus fueron identificados como virus Norwalk, el agente prototipo del género Norovirus
(Zahorsky ,1929; Kapikian y cols., 1972; Patel y cols., 2009).

Antes de 1993, los Norovirus fueron diagnosticados en muestras de heces por microscopia

electronica fundamentalmente, siendo registrados en la literatura por su estructura viral
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pequefia y redonda como SRV ( siglas del inglés Small Round Virus) y posteriormente se les
denominé virus parecido al Norwalk (siglas del inglés Norwalk Like Virus) (Glass y cols.,
2009).

3.2.2.-Caracteristicas generales.

Norovirus corresponde a la familia Caliciviridae, el viribn se compone de una capsida y un
acido nucleico de 27 a 30 nanometros (nm) de diametro, no son envueltos, la nucleocapsida
es redonda y exhibe una simetria icosaédrica. Es una molécula lineal de simple cadena de
ARN con polaridad positiva de aproximadamente 7.7kb de longitud y codifica para tres MAL.
El MAL 1 va desde el extremo amino (N) hasta el carboxilo (C) terminal, se inicia en la
proteina p48, continda en la NTPasa, p22, VPg, y termina en la ARN polimerasa ARN
dependiente (RdRp) (Morillo y Timenetsky, 2011). EI MAL 2 codifica para la principal proteina
de la capsida viral (VP1) y el MAL 3, considerado la regién mas variable del genoma de
Norovirus, codifica para la menor proteina estructural (VP2). El genoma actia como ARNm en
la célula hospedera, por lo que una vez dentro de ésta, se une a sus ribosomas y comienza la
traduccion de las proteinas virales (Shirato, 2011).

En 2005 fue establecida una clasificacion basada sobre el analisis filogenético de 164
secuencias del MAL 2, lo cual permitié subdividir a los Norovirus en cinco genogrupos (Gl, GlI,
Glll, GIV, GV) constituidos por al menos treinta y un genotipos: 8 en el genogrupo GlI, 19 en
Gll, 2 en Glll, 1 en GIV y 1 en GV. Los genogrupos Gl y Gll son los que presentan mayor
diversidad genética y al igual que el genogrupo IV infectan a humanos, mientras que Glll y GV
se encuentran en el ganado y los ratones respectivamente (Morillo y Timenetsky, 2011)(Fig.
2).
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Figura 2: Estructura de la capside Norovirus (Tomado de Prasad y cols., 1999).

3.2.3.-Proteinas del virus.

3.2.3.1.-Proteinas estructurales.

El virion de Norovirus esta compuesto por 90 dimeros de la proteina principal VP1 y una o dos
copias de la proteina menor de la cdpsida VP2 (Glass y cols., 2009). La Proteina VP1 esta
compuesta por una cadena aproximadamente de 530 a 555 aminoacidos (aa) y tiene un peso
molecular de 58-60kDa, es la proteina principal de la capsida viral involucrada en el proceso
de replicacion (Karst, 2010). La VP2 estd compuesta por aproximadamente de 208-268 aa,
con un peso molecular de 22-29 kDa, exhibe una secuencia variable y extensa entre sus
cadenas, es la proteina estructural menor que esta presente en una de dos copias por virién.
Se considera que la misma podria actuar como empaquetador del ARN (Glass y cols., 2009).
3.2.3.2.-Proteinas no estructurales.

La proteina p48 esta ubicada en el extremo N-terminal de la poliproteina traducida a partir del
MAL 1, es un tanto variable en longitud y en secuencia entre los genogrupos | y Il .Como la
replicacion del genoma viral ocurre sobre membranas intracelulares, p48 puede coordinarse
con las propiedades de proteina A para anclar el complejo de replicacion a membranas. La
Proteina p41 tiene actividad NTPasa y no helicasa (Hardy, 2005; Pfister y Wimmer, 2001).

La proteina p22 ocupa una posicion en el genoma del Norovirus, esta involucrada en la
inhibicion de la secrecion de proteinas de la célula hospedera y tiene una participacion activa
en el proceso de formacién del complejo de replicacion (Karst, 2010).

La VPg es una proteina de aproximadamente 15kDa unida de forma covalente al genomay al
ARNmM, tiene varias funciones en el ciclo de replicacion. Experimentos directos sugieren un

papel para VPg en la traduccion del ARN viral, debido a que su eliminacién del genoma
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ocasiona una disminucion de los niveles de proteinas virales sintetizadas in vitro, aunque la
fidelidad de iniciacion parece estar intacta. Por lo que VPg participa en el reclutamiento de
ribosomas hacia el ARN viral (Daughenbaugh y cols., 2003).

La ARN polimerasa ARN dependiente (RdRp) de Norovirus se extiende desde el aminoacido
1281 hasta el extremo carboxilo terminal de la poliproteina traducida a partir del MAL 1y
exhibe elementos cataliticos y estructurales caracteristicos de RdRp de otros virus de ARN de

simple cadena positiva (Green , 2007)(Fig. 3).

Proteinade la
Poliproteina no estrucutural capsida

MAL1

NTPasa VPg Pro :JQ_

1789 aa

Figura 3. Organizacion gendémica de Norovirus. (Tomado de Morillo y Timenetsky, 2011).

3.2.4.-Ciclo replicativo viral.

Los Norovirus se replican en el citoplasma del enterocito. La cadena positiva de ARN funciona
como ARNm, el cual es traducido apenas ocurre la entrada de la particula viral en la célula,
este evento de traduccion inicial produce proteinas no estructurales que son empleadas en el
proceso de replicacion del genoma viral y en la produccion de una nueva progenie. La
replicacion del genoma ocurre en las membranas intracelulares, por lo que es posible
observar un gran cambio en la morfologia de las mismas cuando la célula esta infectada
(Green, 2007). Las proteinas no estructurales son traducidas a partir del ARN gendmico,
mientras que el ARN subgendmico sirve como mensajero para la traduccién de las dos
proteinas estructurales VP1y VP2 (Karst, 2010).
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3.2.5.-Patogenia y Patologia.

El estudio de los mecanismos moleculares de la patogenia de Norovirus esta limitado por su
incapacidad de replicarse in vitro. Se ha demostrado que la infeccién depende de la presencia
de antigenos de grupo histosanguineo especificos (HBGA, siglas del inglés histo-blood group
antigens), que actian como receptores en el intestino de los hospederos susceptibles (Reeck
y cols., 2010).

Estos virus se unen a los receptores celulares a través de un dominio especifico de la proteina
de la capsida. Esta posee dos dominios funcionales: el dominio S (la porcion interna de la
capsida) y el dominio P (la porcion protuberante). EI dominio P se divide en los subdominios
P1 (el enlace entre el interior y la region P2) y P2 (que se une al receptor celular y es la region
mas externa de la capsida) (Reeck y cols., 2010).

3.2.6.-Cuadro clinico.

La enfermedad se caracteriza clinicamente por la aparicidbn brusca de nauseas, vomitos,
diarreas no sanguinolentas, fiebre y dolor abdominal.Los vomitos son muy frecuentes en los
niflos mayores de 1 afio, mientras que en los lactantes suelen desarrollarse solo las diarreas
(Kaplan y cols., 1982). Estos sintomas pueden persistir en pacientes hospitalizados y en nifios
menores de 11 afos, entre 4 y 6 dias, aunque usualmente los sintomas se resuelven en un
periodo de 3 dias (Ribes y Buesa, 2010).

3.2.7.-Inmunidad.

En investigaciones realizadas con la participacion de voluntarios, permitieron conocer que
individuos infectados con Norovirus desarrollaron una respuesta inmunitaria de corta duracion,
entre 6 y 14 semanas (Johnson y cols., 1990).

Contrariamente a lo esperado, estos estudios mostraron que las personas con titulos elevados
de anticuerpos séricos o de coproanticuerpos, tenian mas probabilidad de infectarse con los
virus, que aquellas con concentraciones bajas de los mismos. La explicacion para este hecho
fue, que los voluntarios con ausencia de anticuerpos frente a una cepa determinada de
Norovirus, no eran genéticamente susceptibles a ella. También se observé, que los individuos
gue fueron sintomaticos en un momento determinado, podian reinfectarse cuando se les

volvia a inocular entre 27 y 42 meses mas tarde (Karst, 2010).
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La respuesta serologica de 1gG virus especifica especialmente, es inducida y persiste durante
meses después de la infeccidn, mientras que la respuesta seroldgica de IgA e IgM es de corta
duracion (Karst, 2010; Ribes y Buesa, 2010).

La respuesta inmunolégica mediada por células fue estudiada también en voluntarios, los
cuales fueron inoculados de forma oral con particulas virales VLPs (siglas del inglés viral like
particle), conformadas por la proteina principal de la capsida de Norovirus. Las VLPs
estimulan la inmunidad mediada por células, que incluye la proliferacion de la respuesta virus
especifico. Al incrementarse el interferon gamma en ausencia de la produccion de la
interleukina 4 (IL-4), se sugiri6 un patron dominante de células T auxiliadoras 1 en la
produccioén de citoquininas (Green, 2007).

3.2.8.-Diagnadstico.

El diagnostico clasico de Norovirus es a través de la microscopia electronica, detectandose
particulas virales de 27- 30nm de diametro. Este método es empleado en laboratorios de
salud publica de muchos paises, sin embargo, se requiere de un personal altamente
capacitado y un costoso equipamiento que hacen impracticables los estudios epidemioldgicos
o clinicos (Morillo y Timenetsky, 2011).

Los métodos inmunenzimaticos tipo ELISA, emplean las proteinas de la capsida de Norovirus
expresadas en baculovirus como reactivo en el ensayo inmunoenzimatico y permiten el
diagndstico directamente desde las heces. La desventaja de estos métodos consiste, en que
poseen una elevada especificidad pero una moderada sensibilidad, por lo que los resultados
pueden variar segun las cepas circulantes y deben ser confirmados por TR-RCP. Sin
embargo, el desarrollo de nuevas generaciones de estuches, como el RIDASCREEN de 3ra
generacion, los cuales son mas sensibles y especificos, traen grandes beneficios para el
diagnostico rapido de Norovirus principalmente durante los brotes de EDA (Morillo y
Timenetsky, 2011).

Una vez conocida la secuencia nucleotidica de su genoma, la TR-RCP se ha convertido en la
técnica de referencia para el diagnostico, lo que nos permite detectar Norovirus en muestras
clinicas y ambientales, en agua y alimentos. Esta técnica, junto a la secuenciacion
nucleotidica, es particularmente Util en los estudios epidemiolégicos para conocer el origen de

un brote o caracterizar cepas (Ribes y Buesa, 2010).
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Las técnicas TR-RCP en tiempo real TagMan y SYBR Green cuantifican secuencias
especificas de ADN( acido desoxirribonucleico) o ARN en muestras clinicas y la expresion de
genes emite luz fluorescente desde el primer ciclo de amplificacion, caracteristicas que
aventajan a la TR-RCP convencional, en cuanto a, especificidad, sensibilidad vy
reproducibilidad (Morillo y Timenetsky, 2011).

3.2.9.-Epidemiologia.

Los Norovirus infectan a personas de todas las edades, sin embargo, son considerados
grupos de riesgo los nifios, ancianos y los pacientes inmunodeprimidos (Patel y cols., 2009).
Son la causa mas frecuente de brotes epidémicos de diarrea no bacteriana, produciéndose
durante todo el afio, aunque existe una mayor incidencia durante los meses mas frios en los
paises de clima templado, sin embargo, también se han descrito en la primavera y el verano
en niflos hospitalizados(Boga y cols., 2004).

Varios atributos patogénicos de Norovirus facilitan su propagacion en epidemias, estos
incluyen su baja dosis infecciosa, la prolongada duracién de la viabilidad del virion sobre las
superficies contaminadas, la estabilidad del viribn a relativamente altas concentraciones de
cloro y en un amplio rango de temperaturas. La posibilidad de una reinfeccion debido a la falta
de una completa proteccion contra las diversas cadenas de Norovirus y a la inadecuada
duracion de la inmunidad, constituye otro factor e interés en su propagacion (Glass y cols.,
2009).

En la mayoria de los brotes, las cepas mas comunes son los genotipos pertenecientes al
genogrupo I, especialmente el genotipo Gll.4, el cual predomind durante los ultimos 20 afios
en todo el mundo, causando pandemias de gastroenteritis (Donaldson y cols., 2010).

El modo de trasmision mas frecuente es la via fecal-oral. Los virus se propagan muy rapido en
establecimientos como hospitales, cruceros, campamentos, colegios y guarderias, hoteles o
residencias produciendo brotes epidémicos, esto puede deberse en gran medida, a la
dispersion a través del vémito, tanto por la contaminaciéon de fomites como por la formacién de
aerosoles, también se ha demostrado la persistencia de particulas virales sobre superficies
contaminadas durante el curso de un brote (Ferreira y cols., 2010).

Se ha descrito que los primeros casos de un brote aparecen tras la exposicion al agua o
alimentos contaminados y la propagacion de la infeccion se produce posteriormente por los

contactos de persona a persona. Los alimentos pueden resultar contaminados directamente
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desde su origen (moluscos, verduras o bayas cultivadas o silvestres) o por manipulacion a
partir de personas infectadas, dentro de ellos, los moluscos (ostras, almejas, mejillones, etc.)
son especialmente peligrosos, porque concentran activamente los virus al filtrar grandes
cantidades de agua y con frecuencia se consumen crudos o escasamente cocinados, sin
embargo, los principales alimentos que transmiten la enfermedad son las comidas preparadas
y listas para consumir, especialmente aquellas que requieren manipulacion y no cocciéon (Le
Guyader y cols., 2009).

El periodo de incubacion de una infecciébn por Norovirus es generalmente, de 24-48 horas.
Mientras que la transmisibilidad incluye toda la fase aguda de la enfermedad hasta 48 horas
después de la finalizacion de los sintomas (Ferreira y cols., 2010).

3.2.10.-Prevencién y Control.

Detener la transmision de la enfermedad constituye la primera estrategia para la prevencion
contra Norovirus, especialmente en hospitales y en centros de cuidados de nifios. El lavado
de las manos con agua y jabon, antes y después del contacto con un paciente u objetos
usados por el mismo y la limpieza de las superficies con hipoclorito al 2%, deben llevarse a
cabo sobre todo, si el paciente ha sido diagnosticado con gastroenteritis aguda. El lavado de
los alimentos y de las manos durante su elaboracion, asi como de los envases donde se
preparan los alimentos crudos, son medidas que evitan la transmision a través de alimentos
contaminados (Morillo y Timenetsky, 2011).

La infeccion por Norovirus induce una gastroenteritis mediana y autolimitada, que
normalmente se resuelve sin complicaciones. El tratamiento esta encaminado a la
rehidratacion mediante fluidos orales y electrolitos, reponiendo las pérdidas de los mismos
ocasionados por las diarreas y vomitos caracteristicos de la enfermedad (Morillo y
Timenetsky, 2011).

El desarrollo de una vacuna efectiva ha encontrado diversos obstaculos, entre ellos, la falta de
correlacion entre la respuesta inmune y la proteccion a la infeccion, la corta duracion de la
respuesta de anticuerpos siguiendo un episodio de la enfermedad y la diversidad genética y

antigénica de Norovirus (Hernandez y Lecuona, 2015).
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3.3.- Astrovirus

3.3.1.-Historia.

Los Astrovirus fueron identificados por primera vez como agentes infecciosos causantes de
gastroenteritis en el afio 1975 durante la investigacion de un brote de diarrea y vomitos entre
los nifios de una sala de maternidad (Appleton y Higgins, 1975). La observacion de muestras
de heces de nifios enfermos bajo el microscopio electrénico en busca de un agente causal
puso de manifiesto la presencia de unas particulas viricas de morfologia distinta a otros virus
conocidos hasta el momento asociados con gastroenteritis como Rotavirus o Calicivirus(Guix,
2003).El término Astrovirus fue propuesto meses mas tarde a su descubrimiento por Madeley
y Cosgrove (1975), la misma deriva de la palabra “astron”, que significa estrella en griego, y
hace referencia a su estructura estrellada presente en la superficie de la capside (Madeley y
Cosgrove, 1975).

3.3.2.-Caracteristicas generales.

En 1993 se establecid la familia Astroviridae dentro de los virus ARN. Esta familia comprende
virus humanos y animales, se divide actualmente en dos géneros. El género Mamastrovirus el
cual lo componen virus humanos, felinos, ovinos, porcinos y bovinos, mientras que el género
Avastrovirus incluye Astrovirus de pavos, patos y el virus de la nefritis aviar (Matsui y
Greenberg, 2001).

Se han descrito ocho serotipos, siendo el mas prevalente a nivel mundial el serotipo 1(van
Regenmortel y cols., 2000). Son particulas icosaédrica que miden de 28 a 30 nm de diametro
y sin cubierta. EI genoma de los Astrovirus esta constituido por una cadena sencilla de ARN
de polaridad positiva. Este ARN es poliadenilado y codifica para tres MAL. Los MALla y
MAL1b, localizados en los extremos 5’, codifican proteinas no estructurales, concretamente
una serin-proteasa y una polimerasa de ARN dependiente de ARN (RdRp), respectivamente,
implicadas en la replicacion viral. EL MAL2, localizado en el extremo 3’, codifica una
poliproteina de 87 kD que, por protedlisis, da lugar, al menos a tres proteinas estructurales
(VP26, VP29 y VP32) componentes de la capsida del virus. Aunque la estructura proteica de
los Astrovirus no es todavia bien conocida, estudios con anticuerpos monoclonales sugieren
gue la VP26 y/o la VP29 pueden ser importantes en la neutralizaciéon viral, la inmunidad

heterotipica y la union del virus a las células diana. Ademas, estas proteinas estructurales,
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especialmente la VP26, parecen ser las responsables de la variacion antigénica observada

entre los distintos serotipos (Méndez y cols., 2004) (Fig. 4).

VP 32

PROTEINAS ASTROVIRUS

Figura 4: Proteinas estructurales de los Astrovirus (Tomado de Usonis y cols., 2012).

3.3.3.-Proteinas del virus.

3.3.3.1.-Poliproteina No estructural del MAL1a.

La poliproteina codificada a partir del MALla (nsP1la) consta entre 920 y 935 aa segun el
serotipo de Astrovirus. En el extremo amino-terminal de la poliproteina se han identificado
varios dominios transmembrana que pueden estar implicados en el anclaje del complejo de
replicacion del ARN virico a membranas celulares .La caracteristica que mas destaca a la
poliproteina nsPla es la presencia de una proteasa en su region central(Méndez y cols.,
2012).

3.3.3.2.-Poliproteina no estructural del MAL1b.

El MAL1b codifica para una poliproteina (nsP1b) de entre 515 y 519 aa dependiendo del
serotipo. Posee un potencial codon de inicio de traduccién, se ha demostrado que la sintesis
de la poliproteina tiene lugar tras un mecanismo por el cual el ribosoma se desplaza y
modifica la pauta de lectura que se produce en la region de solapamiento entre el MALlay el
MAL1b. De este modo se forma una superproteina que engloba el MALla y el MAL1lb
(nsP1a/lb) y que es procesada posteriormente en las dos poliproteinas nsPla y nsP1b (Jiang
y cols., 1993).

3.3.3.3.-Poliproteina estructural del MAL2.
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La poliproteina codificada por el MAL2 tiene un tamafo variable segun el serotipo de

Astrovirus que oscila entre 782 y 796 aa. En un estudio realizado por Wang y colaboradores

(2001), la secuencia del MAL2 fue dividida en cuatro regiones. La region I, que abarca la

secuencia entre los aa 1 y 415, es la que estd mas conservada entre todos los serotipos del

virus. En esta region existe una zona rica en residuos basicos que se ha relacionado con el

empaquetamiento del ARN virico. La region Il (entre los aa 416 y 648) presenta un ligero

grado de variabilidad entre los diferentes serotipos mientras que la homologia dentro de cada

serotipo es elevada. La region Il (desde el residuo 649 al 707) es la zona con mayor grado de

variabilidad entre los diferentes serotipos con presencia de inserciones y/o deleciones.

Finalmente, la regiéon IV (desde el residuo 708 al final) vuelve a presentar un elevado grado de

similitud entre todos los serotipos (Wang y cols., 2001) (Fig.5).
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Figura 5. Organizacion gendmica del Astrovirus humano (Tomado de: King y cols., 2011).

3.3.4.-Ciclo replicativo viral.

El esquema de replicacion, transcripcion y traduccion que se postula para Astrovirus

presentan una organizacion genomica Yy una estrategia de sintesis de las proteinas
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estructurales a partir de un ARN subgenomico de polaridad positiva. Tras la entrada del virus
en la célula hospedadora, tiene lugar la sintesis de las proteinas no estructurales a partir del
genoma. Estas proteinas transcriben la cadena negativa completa, la cual a su vez sirve de
molde para la sintesis tanto de nuevas moléculas genémicas como de moléculas de ARN
subgenomico de polaridad positiva. Finalmente, tiene lugar la sintesis de las proteinas
estructurales a gran escala al traducirse el ARN subgendmico. De este modo, la presencia de
proteinas de la capside es indicativa de que la replicacion del genoma ha tenido lugar (Matsui
y cols., 2001).

3.3.5.-Patogenia y Patologia.

Los Astrovirus son transmitidos por la via fecal-oral causando gastroenteritis en nifios por lo
general menores de 2 afios, aunque las personas inmunocomprometidas, asi como ancianos
también constituyen grupos de alto riesgo. El virus afecta principalmente las células epiteliales
del tracto intestinal. Infectan los enterocitos maduros, en la mayor parte de la porcion apical de
las vellosidades. Dentro de los enterocitos parasitados se observan acumulos virales en
lisosomas y vacuola (Midthun y cols., 1993).

3.3.6.-Cuadro clinico.

Los principales sintomas que se presentan durante la infeccion son diarrea acuosa, nauseas,
vomito, fiebre y en algunos casos pérdida del apetito y deshidratacion. Los sintomas de la
gastroenteritis no permiten distinguirla de las gastroenteritis causadas por otros virus como
Rotavirus o Calicivirus, aunque en general se considera que la infeccién por Astrovirus es un
poco mas leve (Mitchell, 2002).

3.3.7.-Inmunidad.

La inmunidad frente Astrovirus se adquiere en las primeras etapas de la vida, permanece
inalterable durante la madurez y finalmente empieza a debilitarse al final de la vida de la
persona. En un estudio realizado por Mitchell y colaboradores (1999) se puso de manifiesto
gue el 96% de nifios con una edad menor de 5 afios poseian anticuerpos contra el serotipo-1.
Alun no se ha podido confirmar la existencia de inmunidad cruzada frente los diferentes
serotipos, la mayoria de los datos epidemiologicos inclinan la balanza hacia la existencia de
una inmunidad homotipica pero no heterotipica (Mitchell y cols., 1999; Guix y cols., 2002).
Esta hipétesis se ve reforzada por el hecho de que la mayoria de brotes en los adultos

corresponden con serotipos encontrados con menos frecuencia en la poblacion infantil
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(Midthun y cols., 1993). La mucosa intestinal juega un papel crucial en la adquisicién de
inmunidad frente a repetidas infecciones por Astrovirus. Los linfocitos T de la ldmina intestinal
reconocen de forma especifica los antigenos de superficie y al activarse, producen citoquinas,
interferbn gamma y factor de necrosis tumoral desencadenando toda una respuesta inmune
(Molberg y cols., 1998).

3.3.8.-Diagnéstico.

Los Astrovirus han sido diagnosticados por microscopia electrénica, sin embargo solamente el
10% de las particulas virales poseen la caracteristica morfolégica semejante a una estrella,
haciendo dificil su deteccion (Madeley y Cosgrove , 1975), por lo que actualmente se han
desarrollado otros métodos mas especificos, sensibles y accesibles basados en las
propiedades gendémicas y antigénicas del virus para su diagnostico.

Entre los métodos méas empleados para el diagndstico se encuentran los ensayos
inmunoenziméticos (ELISA) donde Herrmann y colaboradores (1990) disefiaron un ELISA
para su deteccion especifica, utilizando anticuerpo monoclonal MAb 8E7 el cual reconocia un
epitope comun a todos los serotipos (Herrmann y cols., 1990).En estos momentos existe
estuches comerciales, que utilizan el MAb 8G4 como anticuerpo de captura y del mismo
anticuerpo biotinilado como anticuerpo detector. Al igual que el anticuerpo monoclonal MAb
8E7, el anticuerpo monoclonal MAb 8G4 reconoce todos los serotipos descritos de Astrovirus
humanos con una gran sensibilidad y especificidad (Shastri y cols., 1998).

La Inmunofluorescencia (IF) es otro método utilizado para la deteccion de antigeno,
empleando anticuerpos especificos. Es una técnica util para el serotipado del virus (Taylor y
cols., 1997).

El conocimiento de la secuencia del genoma de los Astrovirus humanos ha permitido el
desarrollo de métodos moleculares como la TR-RCP y la TR-RCP en tiem po real, que
detectan la presencia del ARN virico en la muestra de heces (Le Cann y cols., 2004).
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3.3.9.-Epidemiologia.

Los Astrovirus presentan una distribucion mundial, generalmente afectan a nifios menores de
cinco afos, siendo en nifios entre cero y dos afos, el rango de edad en el cual la infeccion es
mas frecuente (Bosch y cols., 2014).

La infeccion sigue un patron estacional. En las regiones templadas la incidencia de las
infecciones aumenta sobre todo en el invierno, aunque también se observan casos en verano.
En los climas tropicales el patron de incidencia anual es diferente con tasas méas elevadas en
la temporada de lluvia (Bosch vy cols., 2014).

Las coinfecciones con algun otro patdgeno, como Rotavirus y Norovirus o agentes bacterianos
como Escherichia coli, se han descrito con frecuencia (Guix, 2003).

La transmision de la infeccion ocurre fundamentalmente por la via fecal-oral. La excrecion de
virus infecciosos en las heces de individuos infectados puede llegar a contaminar el agua,
alimentos o superficies, los cuales pueden representar a su vez nuevos focos de infeccién. El
virus puede sobrevivir en el medio ambiente durante largos periodos de tiempo hasta que es
ingerido por otro individuo en el que provoca una nueva infeccion (Abad y cols., 2001).

El periodo de incubacion es de 3 a 4 dias y los sintomas generalmente permanecen de 2 a 3
dias pero pueden persistir hasta 12 dias, sobre todo en individuos inmunocomprometidos.
3.3.10.-Prevencién y Control.

La gastroenteritis producida por Astrovirus suele ser una enfermedad autolimitada, por lo que
no se necesita ningln tratamiento especifico, Unicamente si se desarrollan problemas de
deshidratacion se requerira la aplicacidon de terapias de hidratacion oral o intravenosa. Debido
a gue se trata de una enfermedad de transmision fecal-oral, la prevencion de la infeccién se
basa fundamentalmente en interrumpir las vias de transmision del virus entre personas. Esto
es especialmente importante en lugares como circulos infantiles y hospitales, por ello, se
deben tomar medidas higiénicas extremas. Este virus también puede transmitirse a través de
agua o alimentos contaminados, por lo que es importante lavar y manipular los alimentos
cuidadosamente y depurar adecuadamente el agua destinada al consumo (Kurtz y cols.,
1980).

Actualmente, la mayoria de estudios realizados sobre Astrovirus todavia van encaminados a
evaluar con exactitud cuales son las principales caracteristicas epidemiolégicas de estos virus

y su importancia médica real en la poblacion mundial. Una vez se disponga de esta
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informacion para diferentes regiones del mundo y se haya profundizado también en el
conocimiento del grado de variabilidad estructural entre los distintos serotipos, se proseguira
con el desarrollo de una vacuna para prevenir la infeccion. Por otra parte, los datos que se
disponen hasta ahora parecen indicar que la mayoria de las infecciones tienen lugar en nifios
menores de 2 afos de edad. Por consiguiente, uno de los requerimientos de la posible vacuna

seria que fuera capaz de inducir inmunidad en nifios de esa poblacion (Bosch y cols., 2014).
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4.-MATERIALES Y METODOS.

4.1.-Definicion del universo de estudio.

El universo de trabajo estuvo constituido por 2665 muestras de heces de nifios menores de 5
afos recibidas en el Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) de Rotavirus, en el periodo de
Enero de 2009 hasta Diciembre del 2016 procedentes de las diferentes provincias del pais. Se
utilizaron 1375 muestras que presentaron todos los datos epidemiolégicos necesarios para
realizar el estudio (Edad, Género, Provincia, Fecha de inicio de los sintomas, Fecha de toma
de la muestra) que aparecen en el modelo de recoleccion de datos sobre muestras para
diagndstico microbioldgico o envio de cepas para el trabajo de referencia nacional en el IPK,
gue acompaifiaron a las muestras (Anexo 1).

4.2-Variables y su operacionalizacion.

Edad Cuantitativa discreta
Sexo Masculino Nominal

Femenino
Provincia Nominal
Fecha inicio de Cuantitativa discreta
sintomas
Fecha toma de muestra Cuantitativa discreta

4.3-Coleccion y almacenamiento de las muestras.

Se recibieron en el laboratorio de 5 a 10 ml de muestras de heces de nifios menores de 5
afios con diagndstico de gastroenteritis aguda de etiologia viral. Las muestras se colocaron en
frascos limpios de tapa de rosca o en viales de 1.5ml, correctamente identificados y
acompafados del Modelo de recoleccion de datos sobre muestras para diagnostico
microbiolégico o envié de cepas para el trabajo de referencia nacional en el Instituto de
Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) (Anexo1). Las mismas fueron almacenadas a menos
20° C hasta su uso.

El estudio de Astrovirus se realizé en las muestras de heces de los niflos menores de 2 anos.
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4.4.-Técnicas empleadas en el estudio de Rotavirus del grupo A.

4.4.1.-ELISA (De las siglas en inglés: Enzyme Linked Immunosorbent Assay) para la
deteccion de Rotavirus del grupo A.

Para la identificacion cualitativa de Rotavirus se empled el ensayo inmunoenzimatico tipo
sandwich RIDASCREEN Rotavirus (R-Biopham, Darmstadt, Germany).La superficie de los
pocillos de la placa estuvo recubierta de un anticuerpo monoclonal contra el gen viral (VP6).
Se pipetearon en la cavidad de la microplaca a temperatura ambiente (20 — 25 °C) (TA) una
suspension de la muestra de heces a analizar, asi como de los controles, junto con los
anticuerpos anti-rotavirus monoclonales biotinilados (conjugado 1), incubandose todo una
hora a TA. Después de un paso de lavado se adicioné un conjugado de poliestreptavidina con
peroxidasa (conjugado 2) y se incubd por 30 minutos (min) a TA. Cuando en la muestra de
heces se encontr6 presencia de Rotavirus, se form6é un complejo sandwich entre los
anticuerpos inmovilizados, los antigenos de Rotavirus y los anticuerpos conjugados del
complejo biotina-estreptavidina-peroxidasa. La fraccion no enlazada del conjugado de
estreptavidina-peroxidasa se eliminé en un paso posterior de lavado. Después de afadir el
sustrato, cuando la muestra fue positiva, la enzima enlazada transformo el color de la solucion
en las cavidades de la microplaca de incolora hacia el color azul. Mediante la adicion de un
reactivo de parada se llevé a cabo un cambio de color del azul al amarillo. El valor medido
para la absorbancia fue proporcional a la concentracién de Rotavirus en la muestra.
4.4.2.-Trascripcion - Reversa- Reaccion en Cadena de la Polimerasa (TR-RCP) para la
identificacion de Rotavirus del grupo A.

4.4.2.1.- Extraccion del ARN viral.

Se realiz6 la extraccion del ARN de las muestras de heces, empleando el estuche comercial
QlAamp Viral RNA mini Kit (Qiagen, Alemania). Se adicionaron 140ul de la muestra a 560ul de
tampdn lisis (tampdn AVL), mezclandose en un vibroagitador durante 15 segundos (seg),
posteriormente se incubd la mezcla a TA durante 10 min. A la misma se le afladieron 560ul de
etanol al 96%, agitandose durante 15 seg y centrifugandose a 14 000 rpm durante 30 seg. A
una mini columna (QlAamp spin column) proporcionada por el estuche, se le afiadieron 630 pl
de la mezcla, luego se centrifugd a 8000 rpm durante 1 min, se descarto el filtrado y se repitid
el paso anterior. Se afladieron 500ul de tampo6n de lavado 1(AW1) y se centrifugé a 8000rpm

por 1 min, luego se adiciond la misma cantidad de tampon de lavado 2 (AW2) centrifugandose
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a 14 000rpm por 3 min. La mini columna se colocé en un tubo de centrifuga de 1,5 ml
afiadiéndose 60 ul del tampdn de elucion (AVE) y se incub6 a TA durante 1 min. Luego se
centrifug6 la mezcla a 8000rpm por 1 min y el producto final fue guardado a menos 70°C
hasta su uso.

4.4.2.2.-Técnica de TR-RCP.

Se utilizaron oligonucledtidos sintetizados por Eurofins MWG (Operon, Huntsville,
Luxemburgo), los cuales se emplearon en la caracterizacion de los genotipos G (Vp7) y P
(Vp4) de Rotavirus que se exponen en las tablas 1 y 2, siguiendo el protocolo descrito por

Gouvea y colaboradores (Gouvea y cols., 1990).

Tabla 1. Secuencia nucleotidica de los oligonucle6tidos que se emplearon
para la determinacion del genotipo G (Vp7).

Oligonucled6tidos | Secuencia (5’- 3’) Posicion
Beg9b GGC TTT AAA AGA GAG AAT TTC CGT | 1-28
CTG G
End9b GGT CAC ATC ATA CAA TTC TAA TCT | 1062-1036
AAG
9 conlL TAG CTC CTT TTA ATG TAT GGT AT 37-59
VP7R AACTTGCCACCATTTTTT CC 914-932

Tabla 2. Secuencia nucleotidica de los oligonucle6tidos que se emplearon
para la determinacién del genotipo P (Vp4).

Oligonucledtidos | Secuencia (5’- 3’) Posicion
4 con3 TGG CTT CGC TCATTT TAT AGA CA 11-32
4 con2 ATT TCG GAC CAT TTATAA CC 868-887

Para la técnica de TR-RCP se empleé el estuche comercial QIAGEN OneStep TR-RCP Kit
(Qiagen, Alemania). La reaccion se realizé en tubos eppendorf de 200 uL a un volumen final
de 50 pL, en los que se afadio 5 pL del ARN extraido y una mezcla que contenia 10 pL de
solucion tampoén 5X, 2 pyL de enzima (OneStep TR-RCP Enzyme Mix), 2 pL de trisfosfato de
desoxinucleotidos (10 mM), 2 uL de cada oligonucleétidos que se encontraban a 100

picomoles (Tablas 1 y 2) y se complet6 el volumen con agua libre de RNasa. Estas mezclas
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se prepararon tanto para los genotipos G (Vp7) como para P (Vp4) cambiando Unicamente los
oligonucledtidos.

La mezcla de la reaccién para la TR-RCP se coloc6 en un termociclador (Eppendorf
Mastercycler personal) con el siguiente programa: para efectuar la Trascripcion — Reversa
(TR) se incubd 50 °C durante 30 min, luego se realizo la amplificacion (1 ciclo 95 °C por 15
min, 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 50 °C por 1 min,72 °C por 1 min) y para la elongacion de la
cadena se realizé un ciclo de 72 °C por 10 min.

4.4.2.3- Técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RCP) anidada.

Se realiz0 la determinacion de los genotipos G (G1-G5, G8, y G9) y P P[4], P[6], P[8], P[9],
P[10]) , para lo cual se utilizaron 2 ul del acido desoxiribonucleico complementario (cDNA)
obtenido de la TR-RCP, empleando los oligonucleétidos sintetizados por Eurofins MWG
(Operon, Huntsville, Luxemburgo) presentados en las tablas 3 y 4 , siguiendo el protocolo
descrito por Gouvea y colaboradores(Gouvea y cols., 1990 ).

Tabla 3. Secuencia nucleotidica de los oligonucleétidos que se emplearon
para la RCP anidada. Genotipos G (Vp7).

Oligonucleotidos | Secuencia (5’- 3°) Posicion
RVG9 GGT CAC ATC ATACAATTCT 1062-1044
aAT8 (G8) GTC ACACCATTT GTA AAT TCG 178-198
aBT1 (G1) CAA GTACTC AAATCAATG ATG G 314-335
aCT2 (G2) CAATGATAT TAAACATITTCT GTG 411-435
aET3 (G3) CGT TTG AAG AAG TTG CAA CAG 689-709
aDT4 (G4) CGTTTCTGG TGA GGA GTT G 480-498
aFT9 (G9) CTA GAT GTA ACT ACA ACT AC 757-776
9 conlL TAG CTC CTT TTA ATG TAT GGT AT 37-59
9T1-1 (G1) TCT TGT CAA AGC AAATAATG 176-195
9T1-2 (G2) GTT AGA AAT GAT TCT CCACT 262-281
9T-3P (G3) GTC CAG TTG CAG TGT AGC 484-501
9T-4 (G4) GGG TCG ATG GAA AAT TCT 423-440
9T-9B (G9) TAT AAA GTC CAT TGC AC 131-147
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Tabla 4. Secuencia nucleotidica de los oligonucleotidos que se emplearon
para la RCP anidada. Genotipos P (Vp4).

Oligonucleotidos | Secuencia (5°-3’) Posicion
4 con3 TGG CTT CGC TCATTT TAT AGA CA 11-32
1T1 (P[8]) TCT ACT TGG ATA ACG TGC 339-356
2T1 (P[4]) CTATTG TTA GAG GTT AGA GTC 474-494
3T1 (P[6]) TGT TGATTAGTT GGATTC AA 259-278
4T1 (P[9]) TGA GAC ATG CAA TTG GAC 385-402
1T-1VN (P[8]) TGT ACT GGA TCG ACG TGC 339-356
5T- (P[10]) ATC ATA GTT AGT AGT CGG 575-594

La RCP anidada se preparo para un volumen final de 25 uL en tubos eppendorf de 200 L, a
los cuales se les afadieron 2 pL de cDNA obtenido de la TR-RCP, 5 pyL de solucion
tamponl10X, 1 pL de trisfosfato de desoxinucleotidos (10 mM), 0.25 ul de enzima Tag ADN
polimerasa (5U/ul, Roche), 5 ul de los oligonucleétidos tanto para los genotipos G (Vp7) como
para P (Vp4) y se completd el volumen con agua libre de RNasa. Se empleé el termociclador
(Eppendorf Mastercycler personal) con el siguiente programa: 94 °C por 2 min de
desnaturalizacion inicial, se prosiguio con 35 ciclos de 94 °C por 30 seg, 50 °C por 30 segy 72
°C por 1 min, seguida de una elongacion final de 72 °C por 10 min.

Para chequear el producto amplificado se tomaron 5ul del producto de la RCP anidada y se
les afiadieron 2l del colorante 5x Blue/Orange 6X (Promega, USA). La mezcla se sometio a
una corrida electroforética durante 30 min a 100 Volts (V) en un gel de agarosa al 2%
(Promega, USA) usando tampén TBE 1X (Tris-Borato 0,09M (Sigma), EDTA 2mM (Sigma), pH
8). La tincién de los geles se realizd con una solucién de bromuro de etidio (Promega, USA), a
una concentracion final de 0.1-0.2 pg/ml. Para observar las bandas de amplificacion, se
empled un transiluminador de luz ultravioleta (Spectroline); determinandose el tamafio de las
bandas amplificadas mediante la comparacion con el marcador de peso molecular 100bp DNA
ladder (25ug/ul, Promega, USA).
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4.5.-Técnicas empleadas en el estudio de Norovirus.

4.5.1.-Técnica de ELISA para la deteccion de Norovirus.

Se emple6 un ensayo inmunoenziméatico tipo sandwich RIDASCREEN Norovirus 3"
Generation (C1401), (R-Biopham, Darmstadt, Germany). La superficie de los pocillos de la
placa estuvo recubierta con anticuerpos monoclonales especificos contra los antigenos de los
genotipos Gl y GllI. Se pipetearon en la cavidad de la microplaca a TA una suspension de la
muestra de heces a analizar, asi como de los controles, junto con los anticuerpos anti-
norovirus monoclonales biotinilados (conjugado 1), incubandose todo una hora a TA. Después
de un paso de lavado se adicion6 un conjugado de poliestreptavidina con peroxidasa
(conjugado 2) y se incubd por 30 min a TA. Cuando en la muestra de heces se encontrd
Norovirus se formé6 un complejo sandwich entre los anticuerpos inmovilizados, los antigenos
de Norovirus y los anticuerpos conjugados del complejo biotina-estreptavidina-peroxidasa. La
fraccidbn no enlazada del conjugado de estreptavidina-peroxidasa se eliminé en un paso
posterior de lavado. Después de afiadir el sustrato, cuando la muestra fue positiva, la enzima
enlazada transformé el color de la solucién en las cavidades de la microplaca de incolora
hacia el azul. Mediante la adicidén de reactivo de parada se llevo a cabo un cambio de color del
azul al amarillo. EI valor medido para la absorbancia fue proporcional a la concentracion de
Norovirus en la muestra.

4.5.2.- Técnica de TR-RCP para la identificacion de Norovirus.

4.5.2.1.- Extraccion del ARN viral.

Se realizo la extraccion del ARN de las muestras de heces estudiadas, como fue descrito en
el acépite 4.4.2.1.

4.5.2.2.- Técnicade TR-RCP

Se utilizaron oligonucledtidos sintetizados por Eurofins MWG (Operon, Huntsville,
Luxemburgo). Los oligonucleétidos empleados en la caracterizacién de los genogrupos | y Il
de Norovirus se exponen en la tabla 5, siguiendo el protocolo descrito por Kojima y

colaboradores (Kojima y cols., 2002).
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Tabla 5. Secuencia nucleotidica de los oligonucleotidos que se emplearon
para la deteccion a Norovirus (Gl y Gll).

Oligonucleodtidos | Secuencia (5°- 3’) Genogrupos | Posicion

G1SKF CTGCCCGAATTYGTAAATGA Gl 5342-5671

G1SKR CCAACCCARCCATTRTACA Gl 5342-5671
CAR GAR BCN ATG TTY AGR TGG ATG | GlI 5003

COG2F AG

COG2R TCGACGCCATCTTCATTCACA Gl 5100

Para la técnica de TR-RCP se empleé el estuche comercial QIAGEN OneStep TR-RCP Kit
(Qiagen, Alemania), como se describe en el acapite 4.4.2.2 .Se le afiadi6 1 pL de cada
oligonucledtidos que se encontraban a 100 picomoles (Tabla 5) y se completé el volumen con
agua libre de RNasa.

La mezcla de la reaccién para la TR-RCP se coloc6 en un termociclador (Eppendorf
Mastercycler personal) con el siguiente programa: para efectuar la TR se incub6 50 °C durante
30 min, luego se realizé la amplificacion (1 ciclo 95 °C por 15 min, las mezclas fueron
sometidas a 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 50 °C por 1 min y 72 °C por 1 min) y para la
elongacion se realiz6 un ciclo de 72 °C por 10 min.

El producto amplificado fue chequeado segun se describe en el acapite 4.4.2.3.

4.6.-Técnicas empleadas en el estudio de Astrovirus.

4.6.1.- Técnica de TR-RCP para la identificacion de Astrovirus.

4.6.1.1.- Extraccion del ARN viral.

Se realizo la extraccion del ARN de las muestras de heces estudiadas, segun se describe en
el acapite 4.4.2.1.

4.6.1.2.- Técnica de TR-RCP.

Se utilizaron oligonucledtidos sintetizados por Eurofins MWG (Operon, Huntsville,
Luxemburgo). Los oligonucleétidos empleados en la caracterizacion de Astrovirus se exponen
en la tabla 6, siguiendo el protocolo descrito por Malasao y colaboradores (Malasao y cols.,
2012).

Tabla 6. Secuencia nucleotidica de los oligonucle6tidos que se emplearon
para la deteccion de Astrovirus.

Oligonucleotidos | Secuencia (5’- 3’) Posicién
PreCapl GGACTGCAAAGCAGCTTCGTG 6471
82B-Astro GTGAGCCACCAGCCATCCCT 6022
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Para la técnica de TR-RCP se empled el estuche comercial QIAGEN OneStep TR-RCP Kit
(Qiagen, Alemania), como se describe en el acapite 4.4.2.2. Se adicion6 0.5 pL de cada
oligonucledtidos que se encontraban a 100 picomoles (Tabla 6) y se completd el volumen con
agua libre de RNasa.

La mezcla de la reaccion para la TR-RCP se coloc6 en un termociclador (Eppendorf
Mastercycler personal) con el siguiente programa: para efectuar la TR se incub6 50 °C durante
30 min, luego se realiz6 la amplificacién (1 ciclo 95 °C por 15 min, las mezclas fueron
sometidas a 35 ciclos de 94 °C por 30 seg, 55 °C por 30 seg, 72 °C por 1 min) y la elongacion
se realiz6 con un ciclo de 72 °C por 10 min.

El producto amplificado fue chequeado segun se describe en el acapite 4.4.2.3.

4.7.- Algoritmo trabajo.

El estudio se realiz6 siguiendo el algoritmo que se muestra en la figura (Fig.6).
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Muestras heces de nifilos menores 5 afios

l l l

Rotavirus Norovirus ' Astrovirus
l l Solo niflos menores 2 afnos

[ eusa
| Positivo || Negativo | [ Positvo ] [ Negativo | 1 1

TR-RCP

l Positivo || Negativo
TR-RCP TR-RCP
Genotipos VP7 y VP4 Genogrupos |y I
RCP anidada

l

Genotipos VP7 (G1-G5, G8, y G9)
VP4 (P [4], P [6], P [8], P [9], P [10])

Figura 6. Algoritmo de trabajo.

4.8.- Procesamiento de los datos.

Los datos de cada paciente fueron colectados en una base de datos en el programa EXCEL
XP confeccionada al efecto. Los textos fueron procesados empleando el programa WORD XP
y para realizar las tablas y figuras se empleé EXCEL XP. Los resultados se presentaron en
tablas de frecuencia, elaborandose tablas de contingencia entre variables.

Para el andlisis comparativo de la positividad en los diferentes grupos de edades, los

diferentes afios estudiados, los genotipos encontrados con la edad y por afos, se utilizé el test
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paramétrico empleando el paquete estadistico contenido en el programa GraphPad Prism 5.0
(2007).

4.9.- Aspectos éticos.

El estudio se realizd6 de acuerdo a los principios éticos expresados en la Declaracion de
Helsinki. El personal (centro hospitalario/Policlinico) encargado de recoger la muestra de
heces de los pacientes, solicitd el consentimiento informado al padre o tutor, explicandole de
forma oral, clara y comprensible la importancia de la investigacion y la necesidad de recoger
los datos que aparecen en el modelo de muestras para diagnéstico microbiolégico.
Predominaron los principios de voluntariedad, beneficencia y confidencialidad en la recogida
de los datos de los pacientes.

El acceso a los datos sera restringido y solo serd utilizado para el analisis de los datos
relevantes para este estudio y supervisado por los responsables del protocolo.
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5.-RESULTADO Y DISCUSION.

5.1.-Estudio de Rotavirus

Se estudiaron un total de 1375 muestras de heces de nifios menores de cinco afos con
diagnostico de gastroenteritis aguda de etiologia viral, siendo la media de la edad de 12
meses (rango: 0 a 60 meses), pertenecieron a pacientes del género femenino 642(46.7%)
casos y 733(53.3%) al masculino.

La positividad de Rotavirus en los diferentes afios estudiados fue de un 49.2% (677/1375),
encontrandose el mayor namero en el afio 2015 con un 66% (161/245) (Fig.7).La diferencia

entre los afios estudiados fue estadisticamente significativa (p< 0.05).
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Figura 7. Positividad de Rotavirus en los diferentes afios estudiados. Cuba

2009-2016.
Fuente: LNR de Rotavirus. IPK.

La positividad de Rotavirus encontrada fue semejante a la reportada en diferentes estudios en
la poblacion infantil cubana los cuales reflejaron valores de alrededor de un 50%, ya sea
empleando la técnica ELISA, la cual ha sido la mas ampliamente utilizada para la deteccion de
antigeno a este virus por su alta sensibilidad y especificidad, como otras técnicas diagndsticas
tales como el PAGE, LATEX y las tiras reactivas, entre otras (Cruz y cols., 1990; Estévez y
cols., 1993).
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Aguiar y colaboradores en el 2009 en un estudio realizado en 14 hospitales pediatricos,
encontraron un 42.1% de positividad de Rotavirus empleando la tira de produccién cubana
Hebertfast Line rotavirus (Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, Cuba), siendo
superior la reportada en el 2011 por Ribas y colaboradores en muestras colectadas entre los
afios 2006 y 2008, la cual fue de un 60.9% por ELISA y PAGE. En el 2015, este mismo autor
realizo otro estudio en 3 hospitales pediatricos de la Habana donde encontré una positividad
del 54.5%(Aguiar y cols., 2009; Ribas y cols., 2011; Ribas y cols., 2015).

En diferentes paises de América, tales como Ecuador y Chile en estudios realizados con nifios
menores de 5 afios con diarrea, se obtuvo una positividad del 16% y 31% respectivamente,
por debajo de lo obtenido en Cuba. La disminucion de casos en estos paises se atribuyo a la
implementacion del programa universal de inclusion de vacunas de la Organizacion Mundial
de la Salud desde el afio 2007(Lucero y cols., 2012; Simaluiza y cols., 2016).

La tabla 7 muestra la distribucidén de los casos positivos de Rotavirus en los diferentes afios y
grupos de edades estudiados, encontrandose una mayor positividad en los nifilos menores 24
meses (644/677; 95%), siendo en los menores de 6 meses de un 46% (311/677), seguidos
por los de 7 a 12 meses con un 38% (258/677) y de 13 a 24 meses con un 11%(75/677).

En los afios 2011 y 2015 en el grupo de edad correspondiente a los nifios de hasta 6 meses,
se alcanz6 un 22.2%(69/311) de positividad, mientras que en el 2016 el que presentd un
mayor numero de casos positivos fue el grupo de 7 a 12 meses con un 28.7% (74/258).

En el grupo de edad entre 13 a 24 meses, el afio que se comportdé con mayores muestras
positivas fue el 2015 con un 32%(24/75), mientras que en los grupos de edades de 25 a 36
meses y de 37 a 60 meses la positividad fue mayor en el 2012 con un 38%(5/13) y un
35%(7/20) respectivamente (p< 0.05).

36



Tabla 7: Positividad de Rotavirus en los diferentes afios y grupos de edades
estudiados. Cuba 2009-2016.
Anos 0-6m 7-12m 13-24m 25-36m 37-60m Total

No | % No | % No | % No | % No | % No | %

2009 5 16 |3 12 |0 0 1 80 |0 0 9 1.3
2010 23 |74 |20 |7.7 |5 70 |0 0 0 0 48 | 7.1
2011 69 222,49 |19.0|15 2002 15.0 |6 30.0 | 141 | 20.8
2012 50 [{16.1 (30 |11.6 |14 |18.0|5 38.0 |7 35.0 | 106 | 15.7
2013 22 |71 |18 |70 |5 70 |1 80 |1 5.0 |47 |6.9
2014 10 {32 |2 08 |0 0 0 0 0 0 12 | 1.8
2015 69 22262 |[240|24 (3204 |31 |2 10.0 | 161 | 23.8
2016 63 |20.2 74 |28.7]|12 |16.0|0 0 4 20.0 | 153 | 22.6
Fuente: LNR de Rotavirus. IPK. p< 0.05

Resultados similares a los de este estudio fueron encontrados en el 2015, donde la mayor
proporcién de casos positivos en los nifios cubanos se hallé en los menores 6 meses con un
33.3%, seqguido por los de 7 a 12 meses con un 31.6% y de 12 a 24 meses (26.6%)(Ribas y
cols., 2015).

Lucero y colaboradores en el 2012 en Chile, encontraron que el riesgo de infeccion por
Rotavirus era mayor en los nifios de 7 a 24 meses de edad, periodo en el cual son mas
vulnerables a presentar una enfermedad grave con la aparicién de complicaciones. Plantearon
gue por este grupo ser el mas susceptible, se beneficiaria con el eventual uso de una vacuna
anti-rotavirus administrada durante los primeros 6 meses de vida. Esto concuerda con lo
descrito por Linhares y colaboradores en el 2011, en un meta-andlisis realizado sobre la
epidemiologia de Rotavirus en Latinoamérica y el Caribe en nifios menores de 5 afios, donde
el grupo de 6 a 24 meses de edad fue el que presentd mayor numero de casos
infectados(Linhares y cols., 2011;Lucero y cols., 2012).

Al hacer la distribucion por género podemos observar que la mayor positividad fue hallada en
el género masculino con un 52% (353/677) con respecto al femenino con un 48%(323/677)
(Fig. 8) (p< 0.05).
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Figura 8. Distribucion de la positividad a Rotavirus en cuanto a género. Cuba

2009- 2016.
Fuente: LNR de Rotavirus. IPK

Resultados similares a estos fueron encontraron en el 2010 por Maldonado y colaboradores
en Venezuela, donde predominé el género masculino con un 55,3% sobre el femenino con un
44,7% (Maldonado y cols., 2010).

Thompson y colaboradores en 1991, plantearon que la mayor susceptibilidad de los varones a
las infecciones esta ligada al cromosoma humano (X), ya que en €l se encuentran los genes
responsables del control del nivel de las inmunoglobulinas M (Thompson y cols., 1991).
Igualmente en estudios realizados por el doctor Claude Lieger en la Universidad de Gante, en
Bélgica en 2011, muestran la mayor resistencia de las mujeres a padecer enfermedades
infecciosas, lo que esta dado por la presencia de dos cromosomas X, los hombres tienen sélo
uno, y este cromosoma adicional es el que les ofrece una mayor resistencia tanto para
combatir enfermedades como para vivir una vida mas larga (Lieger y cols., 2011)

La figura 9 muestra el comportamiento de Rotavirus en los diferentes meses del afio,
encontrandose un mayor porcentaje de positividad en el mes de enero con un 21%(140/677),
seguido de junio con 10%(68/677) y luego febrero y marzo ambos con un 9%(63/677) (p<
0.05).
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Figura 9. Positividad de Rotavirus en los diferentes meses del afo estudiados.

Cuba 2009-2016
Fuente: LNR de Rotavirus. IPK

El patrén de distribucion estacional que tienen los Rotavirus en diferentes partes del mundo es
un factor tan importante como desconocido. Investigaciones realizadas han establecido que
en climas tropicales la incidencia de la enfermedad suele ser duradera a lo largo del afio, con
una cierta preferencia en los meses frios (Enero a Febrero) y en el verano lluvioso (Mayo a
Junio) (Aguiar y cols., 2009; WHO, 2007).

En Cuba en un estudio realizado en la provincia de Holguin de Diciembre del 2010 a Mayo del
2011, la estacionalidad de Rotavirus durante todo el periodo de estudio, mostré una elevada
incidencia en los meses de Enero con un 93,0% y en Mayo con un 92,3%(Méndez y Escobar,
2012).

Diaz en el 2010 en un estudio realizado en Chile, encontrd circulacion de Rotavirus durante
todo el afio, incrementandose en los meses de invierno, mientras que en Perl en el 2015, en
un trabajo realizado por Oyola, el pico mas alto de incidencia ocurri6 en los meses
correspondientes al invierno-primavera, temporada fria y himeda (Diaz , 2010; Oyola , 2015).
En tabla 8 se muestra la distribucion de los diferentes genotipos G encontrados en las
muestras positivas estudiadas. Se observé una mayor circulacion del genotipo G1 con el
60.7%(411/677), seguido por los genotipos G9, G2 y G8 con un 9.4%(64/677), 5.7%(39/677) y
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1.4%(10/677) de positividad respectivamente. También pudieron identificarse genotipos
mixtos en un 3.3%(23/677). No se pudo (ND) determinar el genotipo en el 10.6 %(72/677) de
los casos estudiados (p> 0.05).

Tabla 8: Genotipos G identificados en los diferentes afios estudiados. Cuba 2009-2016.

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 Total

Genotipos | No % No % No % No % No % No % No % No % No %
G1 2 18 4 8 105 69 8 24 3 19 9 75 152 91 128 72 411 60.7

G2 0 0 0 0 26 17 0 0 10 62 0 0 2 1 1 1 39 5.7

G8 0 0 9 19 0 0 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 10 1.4

G9 7 64 16 33 0 0 1 3 0 0 3 25 6 4 31 17 64 9.4
MIXTO 1 9 0 0 6 4 0 0 0 0 0 0 3 2 13 7 23 3.3
ND 1 9 19 40 16 10 24 70 3 19 0 0 3 2 6 3 72 10.6

Fuente: LNR de Rotavirus. IPK. p> 0.05

Leyenda: ND: No determinado

En Cuba Ribas y colaboradores en el 2011, obtuvieron resultados similares a los del estudio,
encontrando una circulacién del genotipo G1 en un 60.5%, seguido por el genotipo G9 en un
37.2% (Ribas y cols., 2011).

Los Rotavirus muestran un alto grado de diversidad genética y aunque suele haber
predominio de determinados genotipos, existen grandes variaciones en la distribucién entre
diferentes regiones y periodos de tiempo. En estudios realizados en Brasil, México, Argentina
y Venezuela por Linhares y colaboradores en el 2011, los genotipos G mayormente
identificados fueron el G1 (34.2%), seguido por G9 (14.6%) y G2 (14.4%) (Linhares y cols.,
2011).

En la regién de Cajamarca, Peru entre los afios 2010 al 2012, circulé el genotipo G9 con un
35.7% seguido por el genotipo G12 con un 33.3%(Weilg y cols., 2014)

La distribucion de los genotipos P de Rotavirus en las muestras positivas estudiadas se
exponen en la tabla 9. El genotipo P [8] fue el que se encontré con mayor frecuencia con un
62.6%(424/677), seguidos por el P [6] y el P [4] con un 2.9%(20/677) y 0.7%(5/677)
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respectivamente. No se pudo identificar el genotipo en un 14.7%(100/550) de las muestras
estudiadas (p> 0.05).

Tabla 9: Genotipos P identificados en los diferentes afios estudiados. Cuba 2009-2016.

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 Total
Genotipos No | % No | % |No | % | No | % [No | % | No | % No | % | No | % No | %
P[4] 0 |o 0 |0 |0 0 |0 |0 |5 |30 |0 0 [0 |0 0 |5 |07
P[6] 0 |o 4 |8 |9 6 |1 |8 |4 |27]|0 |O 0 |0 |2 1320 |29
P[8] 9 [100 |38 |79 |127 |90 |11 |92 |4 |27 |12 |100| 96 | 60 | 127 | 82 | 424 | 62.6
MIXTO 0 |0 0o [0 |0 0o [0 |0 |0 |O |O |O 0 |0 |1 07 |1 0.1
ND 0 |o 6 |13]|5 4 (o |0 |2 |13]|0 |oO 63 |40 | 24 |16 | 100 | 14.7
Fuente: LNR de Rotavirus. IPK. p> 0.05

Leyenda: ND: No determinado

En un estudio realizado en el 2011 en Cuba, los genotipos P que se detectaron fueron el P [8]
con un 90.6%, seguido del genotipo P [6] con un 6.9%, siendo estos resultados similares a los
del estudio (Ribas y cols., 2011).

Los genotipos P [4], P [6] y P [8] son los que presentan una mayor prevalencia a nivel mundial
(Linhares y cols., 2011).En Brasil en un estudio realizado en el 2014, la circulacion del
genotipo P [4] fue de un 78.9%, seguido por el P [8] y el P [6] con un 15.4% y 3.5% de
positividad respectivamente (Gurgel y cols., 2014).

En Africa se realizé un estudio en Kenya de Enero de 2010 a Marzo de 2011 a 166 muestras
de nifios menores de cinco afios, encontrandose resultados similares a los del estudio, donde
el genotipo de mayor circulacion fue el P [8] con un 60%, seguidos del P [6] y P [4] con un
22.9% y un 11.4% respectivamente (Gikonyo y cols., 2017).

Al observar las combinaciones de los genotipos G/P de las muestras estudiadas, (Fig.10), se
encontr6 que los que circularon con mayor frecuencia fueron el G1P [8] con un
55.1%(373/677) de positividad, seguido por el G9P [8] con un 5.3% (36/677). Con menor
frecuencia se encontrd la circulacion de los genotipos G2P [8] (3.5%; 24/677) y G2P [4] (2.4%;
16/677), observandose también la circulacion del genotipo G8P [8] (9/677; 1.3%).

El aiflo 2013 fue el que presentdé mayor combinacion de genotipos, circulando el G1P [8], G1P
[4], G2P [8], G2P [4] y el G2P [6], los que representaron el 7%(47/677) de positividad en ese

ano.
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Figura 10. Distribucion de las combinaciones de genotipos G/P en los diferentes afios

estudiados. Cuba 2009-2016.
Fuente: LNR de Rotavirus. IPK.

En el afio 2011 no se encontré la circulacion del genotipo G9P [8] , a diferencia de lo
encontrado por Ribas y colaboradores , quienes reportaron predominio de los genotipos G1P
[8] y el GOP [8] con un 71,4% y un 80% de positividad respectivamente en los afios 2011 y
2015 (Ribas y cols., 2011;Ribas y cols., 2015).

Se considerd que la diversidad de genotipos encontrados en 2013 se debi6 a que en el
estudio se analizaron muestras de todas las provincias del pais, mientras que los realizados
hasta el momento por Ribas y colaboradores se han limitado a un seleccionado grupo de
muestra de una o dos provincias (Ribas y cols., 2011).

de Oliveira y colaboradores en el 2009, realizaron un estudio en 11 paises de Latinoamérica y
la region del Caribe a 388 muestras de niflos menores de cinco afios, encontrando la
circulacion de los genotipos G1P [8] con un 32%, seguido del G9P [8] y el G2P [4] con un
20.9% y 18.3% de positividad respectivamente (de Oliveira y cols., 2009)

En un estudio realizado en Haiti por Esona y colaboradores en el 2015, detectaron la
circulacién de los genotipos G1 P [8] con un 29%, seguido del G9P [8] con un 21%( Esona y
cols., 2015).

Es necesario sefalar que en el estudio fueron encontradas dos combinaciones de genotipos
poco usuales, el G8P [8] en el afio 2010y el G2P [4] en el 2013.

42



En Rio de Janeiro, Brasil en un estudio realizado en el 2002, se encontr6 entre las
combinaciones de genotipos poco frecuentes el G8P [8] (Gomez y cols., 2010). Del 2010 al
2013, en Tailandia se realiz6 un estudio donde se encontr6 el G8P [8] con un 13% de
positividad, demostrando que esta combinacion de genotipo es mas frecuente en paises
asidticos y africanos (Chieochansina y cols., 2016).

En cuanto al genotipo G2P [4] en Guaruja, Brasil en el verano del 2010,se encontré la
presencia de este genotipo en un 17.9% de positividad, mientras que en Argentina en el 2017,
Degiuseppe y colaboradores analizaron muestras de niflos menores de cinco en el periodo
del 2012 al 2014, hallando que el mayor porcentaje de positividad se encontré0 en la
combinacion G2P [4] en los afios 2012 y 2013 con un 28.4% y 42.5% respectivamente (Luchs
y cols., 2013;Degiuseppe y cols., 2017).

Martinez y colaboradores en Brasil en el 2014, realizaron un estudio para estimar la
prevalencia de G2P [4] en niflos vacunados y sin vacunar con gastroenteritis aguda,
encontrando que existe una diversidad genética en diferentes regiones geogréficas a lo largo
de los afos anteriores y después de la introduccién de vacuna, ademas el largo periodo de
baja o nula circulacién de este genotipo en Brasil previo a la introduccién de la vacuna, podria
haber creado condiciones favorables para la acumulacion de individuos inmunolégicamente

susceptibles(Martinez y cols.,2014).

5.2.-Estudio de Norovirus

Al realizar la deteccién de Norovirus en todas las muestras estudiadas pudimos observar que
la positividad fue de un 7.7 % (106/1375), encontrandose en el 2010 el mayor porcentaje con
un 23% positividad (26/114)(Fig.11).La diferencia entre los afos estudiados fue

estadisticamente significativa (p< 0.05).
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Figura 11. Positividad de Norovirus en los diferentes afios estudiados. Cuba 2009-2016.
Fuente: LNR de Rotavirus. IPK

Entre los virus causantes de gastroenteritis aguda en la poblacién infantil se encuentran con
mayor frecuencia los rotavirus, sin embargo, estudios mas recientes consideran al Norovirus
como principal causa de brotes de enfermedades diarreicas agudas no bacterianas en
personas de todas las edades, ocupando un segundo lugar en los nifios menores de 5 afios
(Nishimura y cols., 2010; Monteiro y cols., 2013; Zhuang y cols., 2017).

En Cuba en el 2015 se realiz6 un primer reporte de casos de gastroenteritis aguda
ocasionada por Norovirus en nifios menores de 5 afios, obteniéndose un 31.8% de
positividad, lo que evidencia una proporcion notable de este patdgeno emergente en los nifios
en edad pediatrica (Ribas y cols., 2015).

Durante los afios 2008 al 2012, en Brasil se realizaron estudios que demostraron la presencia
de Norovirus en nifios menores de cinco afios, obteniéndose variaciones en los porcentajes
de positividad desde un 7.8% a un 36.5% (Siquiera y cols., 2013; Raboni y cols., 2014; Costa
y cols., 2015; Picanco da Costa y cols., 2017).

Al realizar el analisis de las 106 muestras positivas de Norovirus, se encontr6 que el
porcentaje de positividad en los diferentes grupos de edades estudiados mostré en los nifios
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menores de 12 meses un 88% (93), siendo en los menores de 6 meses de un 49%(52),
seguido por los de 7 a 12 meses con un 39%(41) (Fig.12) (p< 0.05).
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Figura 12. Positividad de Norovirus en los diferentes afios y grupos de edades estudiados.

Cuba 2009-2016.
Fuente: LNR de Rotavirus. IPK

Los resultados fueron diferentes a los obtenidos en un estudio de poblacion cubana en el
2015 en niflos menores de 5 afos de edad con enfermedades diarreicas agudas, donde se
encontr6 el mayor porcentaje de positividad en nifios entre 7 a 12 meses de
edad(64.3%)(Ribas y cols., 2015).

Sin embargo, Mahar y Kirkwood en un trabajo presentado en el 2011 en nifios australianos, la
mayor positividad la encontraron en los menores de 6 meses con un 26.5% seguido por los de
7 a 12 meses con un 22.9%(Mahar y Kirkwood, 2011).

En los estudios realizados en el estado de Rondonia, Brasil en muestras de nifios menores de
seis afios en el periodo comprendido desde el afio 2010 al 2012, se encontré la mayor
positividad en el grupo de 7-12 meses con un 39.1%,seguido por los de 13-18 meses con un
26.1%(Costa y cols., 2015).
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En cuanto a género, como se observa en la figura 13, la positividad para ambos fue de un
50%(53/106) (p> 0.05).
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Figura 13. Positividad de Norovirus en cuanto al género. Cuba 2009-2016.

Fuente: LNR de Rotavirus. IPK

En Cuba en el 2015, la positividad fue mayor en el sexo femenino con un 53.6%(Ribas y cols.,
2015), sin embargo, en Chile en el 2014 se encontré que el sexo masculino tuvo un mayor
porcentaje de positividad que el sexo femenino (31.5%/17.4%). En ese mismo afio se realizé
un estudio en Marruecos donde predominé la positividad del sexo masculino sobre el
femenino (57.4%/ 42.6%). AUn no se conoce la causa de la mayor preferencia de la infeccion
por Norovirus a un determinado género (Montenegro y cols., 2014; El Qazoui y cols., 2014).
La figura 14 muestra la distribucion de Norovirus en los diferentes meses del afo,
encontrandose un mayor porcentaje de positividad en los meses enero con un 42%(44/106) y
febrero con un 20%(21/106) (p< 0.05).
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Figura 14. Positividad de Norovirus en los diferentes meses del afio estudiados.
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Cuba 2009-2016.
Fuente: LNR de Rotavirus. IPK

Estos resultados coinciden con los obtenidos en Chile en el 2014, donde la mayor positividad

fue encontrada en los meses invierno (Montenegro y cols., 2014).

Se ha reportado que la estacionalidad de la infeccion por Norovirus aun no esta bien

establecida, aunque existe una alta frecuencia de aparicion durante los meses de invierno,

pudiéndose encontrar reportes de casos en la primavera y fundamentalmente en los meses de

verano, ya que comienza la etapa de vacaciones, aumentando los factores de riesgo que

facilitan la infeccion por este agente (Abugalia y cols., 2011).

Al realizar la técnica de TR —RCP, se observé que el genogrupo GlI circulé en un 100% de los

casos positivos estudiados. (Fig.15).
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Figura 15. Resultados de la TR-RCP de Norovirus. Cuba 2009-2016.

Gel de corrida electroforética. P: Patron de peso molecular de 100pb, carril 1 control positivo para Gl, carril 2 control positivo
para Gll, carril 3 control negativo, Carriles 4 al 9 muestras de pacientes positivas GlI.

Fuente: LNR de Rotavirus. IPK

En Cuba en el afios 2015 en un estudio realizado en el Hospital Pediatrico de Centro Habana,
se encontro el predominio del genogrupo Gll con un 78.6% (22/28) (Ribas y cols., 2015).

Un estudio realizado en la regiéon del Amazona, Brasil del 2010 al 2011, se detectd la
circulacién del genogrupo Gll con un 29.8% de positividad (Picanco da Costa y cols., 2017),
este mismo genogrupo fue encontrado en Iran en el 2012 al estudiar 143 muestras de heces
de nifilos menores de 5 afios (Jalilian y cols., 2012).

En el 2014 en Chile, se encontr6 con mayor frecuencia al genogrupo GlI, con un 62.2%
(23/37), seguido de GI 24,3% (9/37) y se obtuvo un 13,5% (5/37) de coinfeccion con ambos
genogrupos (Montenegro y cols., 2014).

Se considera que el genogrupo Gll juega un papel importante tanto en la aparicion de casos
esporadicos, como en brotes de gastroenteritis aguda en nifios y esto se debe, a que esta
mayormente asociado a transmisién por alimentos contaminados, contacto persona-persona y
contaminacion del medioambiente, ademas, la concentracién viral en las heces de este
genogrupo es 100 veces mayor a la de GI, de ahi su mayor prevalencia (Matthews y cols.,
2012).

48



5.3.-Estudio de Astrovirus

La deteccion de Astrovirus solo se realizo en los nifios menores de 2 afos. De las 1313
muestras estudiadas se encontré una positividad en un 2.7% (36/1313), fundamentalmente en
los afios 2011(7/300;2%),2015(1/230;0.4%) y 2016(9/261; 3.4%) (Fig. 16). La diferencia entre
los afios estudiados fue estadisticamente significativa

(p< 0.05).
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Figura 16. Positividad de Astrovirus en los diferentes afios estudiados. Cuba 2009-2016.
Fuente: LNR de Rotavirus. IPK.

Este es el primer reporte en Cuba de casos de gastroenteritis aguda ocasionada por
Astrovirus en nifios menores de 2 afos, la técnica empleada para la deteccion del mismo fue
la TR-RCP, la cual se plantea es la mas adecuada para este diagndstico por ser sensible y
especifica, dada la diversidad genética y antigénica del virus, lo que limita la utilidad de otros
métodos como el del ELISA con el cual se realiza solamente la deteccion del antigeno
(Zaraket y cols., 2017).

El porcentaje de positividad encontrado en el estudio, esta en el rango de incidencia de
Astrovirus a nivel mundial. En Corea, de Junio 2014 a Mayo 2015, empleando la TR-RCP, se
obtuvo un 2.6% de positividad (Jin HIl y cols., 2016).
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Otros estudios que también emplearon esta técnica para el diagnostico, realizados en Brasil,
Thailandia y el Libano reportaron una positividad de un 1.4%, 7.1% y 5.5% respectivamente
(Malasao y cols., 2012; Xavier y cols., 2015; Zaraket y cols., 2017).

La mayor positividad se encontré en los nifios menores de 6 meses con un 53 % (19/36),
seguido por los de 7 a 12 meses con un 42%(15/508), al comparar la positividad en los
diferente grupos de edades la diferencia fue significativa

(p< 0.05).

El nUmero de casos positivos fue el mismo para ambos géneros (18 casos), a pesar de que
hubo un predominio en el género femenino en los nifios de 0 a 6 meses (13/319; 4%) y del
masculino en los de 7 a 12 meses (10/273;4%)(Tabla 10).

Tabla 10: Positividad de Astrovirus en cuanto a grupo de edades y género.
Cuba 2009- 2016.

0-6m 7-12m 13-24m Total
No %

No N No N No N Muestra

Muestra | Positivo | % Muestra | Positivo | % Muestra | Positivo | %
Femenino | 319 13 4% | 235 5 2% | 59 0 o |613 47
Masculino | 357 6 206 | 273 10 4% | 70 2 39 | 700 53
Total 676 19 53% | 508 15 42% | 129 2 59 | 1313 100
Fuente: LNR de Rotavirus. IPK. p< 0.05

Gonzélez y colaboradores en Venezuela en el 2011 encontraron, la mayor proporcion de
casos positivos en los nifilos menores de cinco meses (Gonzalez y cols., 2011).Sin embargo,
Xavier y colaboradores en Brasil en el 2015 detectaron Astrovirus en todos los grupos de
edades analizados, evidenciando un mayor porcentaje de positividad en el grupo de 49-60
meses de edad con un 11.9%(Xavier y cols., 2015).

En Colombia se realiz6 un estudio en el afio 2005, donde se encontrd diferencia significativa
entre el género masculino y el femenino (50.5%/49.5%), no siendo asi en otro estudio
realizado en el mismo pais en el afio 2014, en el cual predomino el género femenino con un
52% sobre el masculino con un 48%(Gutiérrez y cols., 2005; Roméan y cols., 2014).

La figura 17 muestra la distribucion de Astrovirus en los diferentes meses del afio estudiados,
encontrandose un mayor porcentaje de positividad en el mes de mayo con un 28% (10/36) (p<
0.05).
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Figura 17. Positividad de Astrovirus en los diferentes meses del afio estudiados.

Cuba 2009-2016.
Fuente: LNR de Rotavirus. IPK.

Xavier y colaboradores en 2015, obtuvieron en siete afos de estudio resultados similares a los
de este trabajo, mostrando una ligera tendencia hacia mayores tasas de deteccion durante la
estacion de lluvia (Xavier y cols., 2015).En paises de climas templados el pico de deteccién de
Astrovirus se reporta en los meses mas frios, mientras que en paises de clima tropical la
incidencia maxima es en temporada de lluvia aunque se pueden presentar durante todo el afio
(Matsui y Greenberg, 2001).

5.4.-Coinfeccion de los tres virus estudiados.

Se realiza el andlisis de coinfeccion de los tres virus a las 1313 muestras de nifios menores de
dos afios, definiéndose como coinfeccién, al proceso mediante el cual dos o mas agentes
infecciosos coexisten en un mismo hospedero. Este proceso es el resultado de la colonizacion
de la primera especie patdgena, la cual disminuye las defensas del hospedero y provoca dafio
tisular, generando un ambiente adecuado para que otros microorganismos produzcan una

sobre infeccién (Arrevillaga y Gémez, 2006).
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El analisis mostro coinfeccion Rotavirus- Norovirus en 26 casos (2%), Rotavirus-Astrovirus en
22(1.7%) y Rotavirus—Norovirus—Astrovirus en 2 (0.2%), predominando en los menores 12
meses la coinfeccion de Rotavirus —Norovirus con un 88%, mientras que en los nifios de 13 a
24 meses (7/22; 32%) estuvo presente Rotavirus-Astrovirus. (Fig.18).
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Figura 18.Coinfeccion entre los virus estudiados en los nifios menores de 2 afos.

Cuba 2009-2016.
Fuente: LNR de Rotavirus. IPK
Leyenda: R-Rotavirus, N-Norovirus, A-Astrovirus

En el reporte realizado por Ribas y colaboradores en el 2015, se identificaron un 20.5% de
coinfecciones entre Rotavirus —Norovirus en los nifios menores de 6 meses (Ribas y cols.,
2015).

Koh y colaboradores en Corea en el 2008, realizaron un estudio a 155 nifios que presentaron
un cuadro de diarreas acuosas agudas, encontrando coinfeccién en el 18.1% de las muestras
positivas, de estas él 64.3% correspondieron a la coinfeccién entre Rotavirus—Norovirus (Koh
y cols., 2008).

La mayoria de las coinfecciones entre dos 0 mas microorganismos ocurren en nifios menores
de 1 afio, sobre todo en los menores o iguales a 6 meses de edad. Se considera que entre los
factores predisponentes a estas infecciones, estan la introduccién de alimentos que pueden

estar contaminados con diferentes microorganismos, el contacto directo con heces cuando el
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nifo gatea, la escasa inmunidad activa del menor de un afio y principalmente la ausencia de
la lactancia materna o el destete precoz con introduccién de leche artificial en edades
tempranas de la vida, con la consiguiente disminucion de anticuerpos adquiridos de la madre
(Ouyang y cols., 2012).

Podemos concluir que la gastroenteritis aguda en los nifios menores de 5 afios es un
importante problema de salud, ya que constituye una enfermedad con un alto porcentaje de
morbi-mortalidad anual a nivel mundial, siendo necesario fortalecer el conocimiento de los
agentes asociados a esta enfermedad, lo que permitird desarrollar estrategias para lograr la

prevencion y el control de la misma.
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6.-CONCLUSIONES.

1.- En Cuba por primera vez se identificd la presencia de Astrovirus en casos de
gastroenteritis aguda en niflos menores de 2 afos

2.-La infeccidn por rotavirus continué siendo la causa mas frecuente de gastroenteritis aguda
en la poblacion infantil cubana menor de 5 afos

3.-La presencia de Norovirus mostré la necesidad de tener en cuenta a este agente como
segunda causa de diarreas en nifios

4.-En el pais se observo diversidad de genotipos de rotavirus circulantes en con predominio
del G1P [8] y G9P [8] y se identificaron genotipos no presentes en las vacunas actuales

5.-Se demostré coinfecciones virales en nifios con gastroenteritis aguda, lo que pudiera influir

en el cuadro clinico de la enfermedad
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7.-RECOMENDACIONES.

1.-Introducir en la vigilancia de una manera sistematica el estudio de Rotavirus, Norovirus y

Astrovirus como importantes agentes causantes de diarreas en nifios menores de 5 afnos.

2.-Ampliar los estudios de genotipificacion de Rotavirus previo a la introduccion de una vacuna

contra este agente, en el programa ampliado de inmunizaciones del pais.
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9.-ANEXOS.
9.1.-Anexo 1

Modelo de recoleccién de datos sobre muestras para diagndstico microbiolégico o envio de cepas para el trabajo de

Referencia nacional en el IPK.

1-Nombre(es) Primer Apellido:

Segundo Apellido:

2-Carné de Identidad:
]

No.

3- Direccidn Particular:

4-Municipio:

5-Provincia:

6-Hist. Clinica:

Otros:

7- | 8-Sexo: 9-Ocupacién 10-Color de la piel: 11-Dias de ingreso
Ed | Masc. O Fem.O Blanca O Negra O Amarilla O MestizaO
ad:
12-Centro que Remite: 13-Sala 14-Municipio: 15-Provincia: 16-Fecha:
I I
Dia Mes Afio
17-Diagnéstico Clinico: 18-Tipo de Muestra colectada: 19-APP:
Suero O Sangre 0O
20-Fecha de comienzo de los Sintomas: | | | | Enfermedad similar en la familia o
Dia Mes Afio LCR O Humor acuoso O comunidad:
21-GENERALES:
Fiebre O Mialgia O Cefalea O Linfoadenopatia O | Orina O Liquido amnidtico O SI O NO O
Malestar General O Vo6mitos O Rash O Petequias O Historia de viajes al exterior:
Diarreas O  Artralgia O Esplenomegalia O Gargarismo 0  Esputo 0O SI O NO O
Anorexia O Ictero O Hepatomegalia O Heces O Pais:
Astenia O Escalofrios O Sangramiento O
Dolor abdominal O Aumento de volumen de parétida O Exudado O Cual
IRA: Fecha llegada al pais:
Tos 0 Disnea O  Expectoracién 0 Tejido O Cual
Laringitis O Faringitis O Rinorrea O lD' lM l AT |
Otitis O Coqueluche O  Amigdalitis O **Lamina de: la es ho
Larlngotr_?quebroan|t|s O Estornudos O Cena de: Tratamiento Previo:
Vacunacioén anti-Influenza 0O p :
SI O NO O
SNC: .
. ., - ) Cuél(es):
Desorientacion O Rigidez nucal O Convulsiones O Fech |
; — echa colecta muestra:
Plerdlda de conciencia 0 Trastornos de conducta O | | | | Antecedente de vacunacion PRS
Dificultad en lamarcha 0O e e A=
ITs: Dia Mes Afio
: 5 ; = : SI O NO O
Secrecion Genital O Lesion Genital ] 22 lEstu'dlo. solicitado: Fecha :
Diagnéstico O :
SEPSIS URINARIA: Disuria O [ | | |
Referencia O Dia  Mes Afo

23-SUEROS PAREADOS
Fecha de colecta:

1% Suero

Dia Mes Afio

Dia Mes Afio

2% Suero

Confirmatorio O
(Dengue)

Referencia 0

24- Nombre del Facultativo:

25- RESULTADOS

*Para el envio de cepas solo se requieren los datos correspondientes a los acéapites: 1, 4, 5, 6,
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