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INTRODUCTION

La gastroenteritis aguda es una de las enfermedades mas comunes en el hombre (115),
siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad en nifios de todo el mundo. Se
estima que anualmente se producen mas de 700 millones de casos de diarrea aguda en
ninos menores de 5 afios (300). La mortalidad asociada con la gastroenteritis es muy alta
con cifras entre 3,5 y 5 millones de casos de fallecimientos al afio, la mayoria de ellos en

los paises en vias de desarrollo (24,132,335).

1.1 HISTORIA DE LA GASTROENTERITIS AGUDA VIRAL

A pesar de los avances en el conocimiento de la bacteriologia, parasitologia y virologia
durante el siglo pasado, la etiologia de la mayoria de los casos de enfermedad diarreica
permanecia desconocida (165). Hasta principios de los afios 70 se presumia que los virus
debian ser una causa importante de GEA ya que las bacterias o los parasitos se
encontraban en una baja proporcion (244). Por otra parte, en estudios realizados en los
afios 40 y 70 se consiguié reproducir un cuadro de diarrea en voluntarios, utilizando

filtrados de heces libres de bacterias procedentes de brotes de diarrea (86,165).

En 1972 Kapikian et al. descubrieron por primera vez particulas virales de 27 x 32 nm en
filtrados de heces derivadas de un brote de diarrea ocurrido en 1968 en una escuela
elemental en Norwalk (Ohio), mediante inmunomicroscopia electrénica, siendo este el

primer virus descrito como agente causal de la gastroenteritis aguda (167).

Otro importante descubrimiento fue el realizado en 1973 por Bishop et al. que observaron
particulas viricas de unos 70 nm en células epiteliales de la mucosa duodenal de nifios
con diarrea aguda (30) que se denominaron con el nombre latino de rotavirus por su
forma caracteristica de rueda (100). Poco tiempo después se encontraron Rotavirus en

las heces de un gran namero de nifios con diarrea (75).

Los Astrovirus fueron identificados por primera vez en heces de nifios con diarrea en

1975, mediante técnicas de Microscopia Electronica (ME) por Madeley y Cosgrove (196).



En este mismo afio se describid la presencia de Adenovirus “no cultivables” en heces de
nifios con GEA (99).

Desde entonces se ha ido incrementando progresivamente el nimero de virus asociados
con la gastroenteritis aguda. Sin embargo, en muchos de ellos no se ha establecido el
papel etioldgico sobre la base de criterios previamente establecidos: (i) identificacion del
virus con mayor frecuencia en sujetos con diarrea que en controles (ii) demostracién de
respuesta inmune frente al agente especifico y (iii) demostracién de que el comienzo y
final de la enfermedad coincide con el comienzo y final de la eliminacion fecal del virus
(171). Segun dichos criterios estd demostrado el papel etioldgico de Rotavirus, Astrovirus,

Adenovirus entéricos y Calicivirus humanos (13).

Los Coronavirus (49), Picobirnavirus y Picotrirnavirus (52, 131, 194), pestiviruses (345) y
Torovirus (20), asociados con enfermedad diarreica en animales, son virus emergentes en
la etiologia de la gastroenteritis para los que se necesitan mas estudios que determinen

su verdadera incidencia y significado clinico (152,168,171).

Otros virus como los Adenovirus “no-grupo F” y varios enterovirus (Coxsackie A y B) se
encuentran en las heces de individuos sanos y enfermos en una proporcion similar (171),

por lo que no ha podido establecerse por ahora su significado clinico.

El estudio de Rotavirus, Astrovirus y Adenovirus entéricos se ha facilitado mucho gracias
al cultivo celular que ha permitido ademas la produccién de reactivos para el diagnéstico,
asi como una mejor comprensiéon de la inmunidad y del ciclo vital de estos virus. Entre los
virus con papel causal definitivamente demostrado, los Unicos que no se ha logrado
cultivar son los Calicivirus humanos. Sin embargo, el reciente desarrollo de técnicas de
biologia molecular para el estudio de los mismos, ha hecho que aumente mucho el

conocimiento sobre este grupo de virus (13).



1.2 DESCRIPCION DE LOS VIRUS PRODUCTORES DE GASTROENTERITIS

1.2.1 ROTAVIRUS
1.2.1.1 Morfologia

El género Rotavirus se clasifica dentro de la familia Reoviridae (202) cuyos miembros se
caracterizan por ser virus icosaédricos sin envoltura, de 60-80 nm de diametro y por

contener un genoma compuesto de ARN de doble cadena (84,164,233).

Las particulas maduras, de aproximadamente 70 nm de diametro, presentan una capside
proteica de doble capa que consiste en una cubierta externa y otra interna. Dentro de la
cubierta interna hay una tercera capa, el core, el cual encierra al genoma. Cuando se
observan las particulas completas por ME mediante tincién negativa presentan apariencia
de rueda con espiculas, rodeada de un fino borde que le proporciona apariencia lisa
(Figura 1). Este virus se caracteriza también por presentar 132 canales que atraviesan
ambas cubiertas y que unen la superficie externa con el core interno. Desde la superficie
de la capside y hacia afuera se proyectan 60 espiculas finas (344). La estructura
tridimensional del virus, que ha sido determinada por criomicroscopia electronica y
posterior procesamiento digital de las imagenes, (257) se presenta en la figura 2A. La
figura 2B representa un esquema de las cubiertas del virus: La externa formada por las
proteinas estructurales VP7 y VP4, la interna formada por la proteina VP6 y la tercera

capa o core, con forma hexagonal, que encierra el genoma viral.

El genoma viral esta compuesto por 11 segmentos de ARN de doble cadena, numerados
del 1 al 11 en funcién de su movilidad electroforética (221). La naturaleza segmentada del
ARN facilita los reordenamientos del genoma cuando las células se infectan con
diferentes cepas de Rotavirus. Por ello, cuando se produce una coinfeccién celular se
puede producir un virus resortante, con segmentos de ARN de cada uno de los virus

progenitores, lo que ha hecho de base en el desarrollo de vacunas (84). Cada uno de los



segmentos genomicos codifica una proteina virica. Estas son las proteinas estructurales
que se denominan con las iniciales VP (viral protein) seguido de un nimero (VP1, VP2,
VP3, VP4, VP6 y VP7) y las proteinas no estructurales. Estas Ultimas se designan con las
letras NS (nonstructural) seguido de su peso molecular en KiloDaltons, aunque hoy dia se
prefiere designarlas como NSP seguida de un namero: NSP1 (NS53), NSP2 (NS35),
NSP3(NS34), NSP4(NS28) Y NSP5(NS26). (83).

1.2.1.2 Estructura proteica

En la tabla | se exponen de forma esquematica las caracteristicas de las proteinas

estructurales y no estructurales del Rotavirus del grupo A.

Las proteinas estructurales VP7 y VP4 constituyen la cubierta externa. La VP7
corresponde a la parte lisa de la cubierta y la VP4 a la parte espiculada, dando lugar a
60 espiculas cortas. Ambas proteinas son los Unicos antigenos virales conocidos hasta
ahora que inducen, independientemente, la formaciéon de anticuerpos neutralizantes
(102,344).

La VP4 constituye el 2.5% de la masa virica, es la hemaglutinina del virus y
probablemente la responsable de la unién a la célula. Debido a la tripsina, la VP4 se
divide en las subunidades proteicas VP5 y VP8, las cuales se asocian con funciones de
penetracion del virus en la célula (32). La VP7 es la proteina mas importante de la
cubierta externa, constituye el 30% del peso del virion y es una glicoproteina (233). La
VP6 forma mayoritariamente la cubierta interna (Figura 2B) constituyendo el 50% del peso
de la particula virica (257). Recientemente se ha descrito el papel de esta proteina en la
infectividad viral y en el desarrollo de la inmunidad (42). La proteina VP2 constituye la
envoltura del core, donde se sitian también la VP1 y VP3. La VP1 parece constituir la

polimerasa viral (248), necesitandose la presencia de VP2 para su actividad (249,346).



Figura 1. Particulas de Rotavirus humanos observadas por microscopia electrénica en
filtrado de muestra clinica preparada a partir de heces de un nifio con gastroenteritis

(cortesia de la Dra. A. Sanchez-Fauquier).

1. Figura 2-A Figura 2-B

Figura 2: A) Estructura tridimensional de Rotavirus (particula completa). Desde fuera: capside
externa (amarillo), capside interna (azul marino) y core (azul palido) (tomado de Prasad et al.,
1988 %°%).B) Representacion esquematica de la particula de Rotavirus. Se sefialan la VP4, la VP6

y la VP7 (tomado de Kapikian.,1996 *°).



Figura 1. Particulas de Rotavirus humanos observadas por microscopia electrénica en filtrado
de muestra clinica preparada a partir de heces de un nifio con gastroenteritis (cortesia de la

Dra. A. Sanchez-Fauquier).

Figura 2-A Figura 2-B

Figura 2: A) Estructura tridimensional de Rotavirus (particula completa). Desde fuera: capside
externa (amarillo), capside interna (azul marino) y core (azul palido) (tomado de Prasad et al.,
1988 **).B) Representacién esquemaética de la particula de Rotavirus. Se sefialan la VP4, la VP6

y la VP7 (tomado de Kapikian.,1996 %).



Se conoce menos la actividad de las proteinas no estructurales aunque se sabe que
intervienen en los procesos de replicacion y ensamblaje del virus (7,36). La NSP4 tiene un
interés particular, ya que parece que tiene actividad semejante a una enterotoxina siendo

capaz por si sola de producir diarrea en el ratén (14,173).

Tabla |. Caracteristicas de las proteinas estructurales y no estructurales de Rotavirus A

Segmento Proteina Localizacién en la Funcion
gendmico particula viral
1 VP1 core ARN Polimerasa
2 VP2 core Union al ARN
3 VP3 core guanililtransferasa
4 VP4 capside externa Hemaglutinina, ag. neutralizacion, sensible
a proteasa (serotipos P), union a la célula.
(VP5+VP8)
5 NSP1 no estructural Unién al ARN
6 VP6 capside interna Ag. de grupo- subgrupo
7,89 NSP3 no estructural Unién al ARN
7,8,9 VP7 capside externa Glicoproteina (serotipos G), ag.
neutralizacion,
8 NSP2 no estructural Replicacion viral
10 NSP4 no estructural Ensamblaje viral, enterotoxina?
11 NSP5 no estructural Union al ARN

1.2.1.3 Clasificacion

Los Rotavirus se clasifican en grupos, subgrupos y serotipos segun las propiedades

antigénicas de las proteinas de su capside.



La proteina VP6 es la determinante de reactividad de grupo, es en la que se basan la
mayoria de los ensayos diagndésticos y contiene también los antigenos de subgrupo. En la
actualidad existen 7 grupos denominados con las letras de la A a la G y 2 subgrupos, el |
y 11 (96). Los grupos A, By C son los que producen infeccién en el hombre. Los grupos D,
E, F y G unicamente han sido descritos en animales hasta el momento (66). La
clasificacién en serotipos se basa en las diferencias antigénicas de las proteinas de la
cubierta externa VP7 y VP4. La primera determina los serotipos “G”, denominados asi por
la naturaleza glicosilada de esta proteina y la segunda a los serotipos “P” debido a su

sensibilidad a la proteasa.

Actualmente se reconocen 14 serotipos G, del G1 al G14, siendo G1, G2, G3 y G4 los
predominantes en todo el mundo (53, 57,121). Se han descrito también infecciones por
los serotipos G5, G6, G8, G9, G10y G12 (33,121,264,285,316). Los serotipos circulantes
pueden variar incluso dentro de la misma region a lo largo de las distintas temporadas
(71,109,134,342), hecho que se ha descrito también en nuestro pais (39, 41,339).

Los serotipos P, se han clasificado mediante técnicas de neutralizacion en varios
serotipos y 2 subtipos P: 1A, 1B, 2A, 3, 4, 5y 8 (53). Hoy dia se utiliza mas la clasificacion
segun las técnicas de genotipado y se recomienda incluir en corchetes el niumero de
genotipo para diferenciarlo del serotipo determinado por neutralizacion (109). Hasta el
momento se han descrito 20 genotipos P, siendo los mas encontrados los genotipos P[8]
(P-serotipo 1A), P[4] (P-serotipo 1B) y P[6] (P-serotipo 2) (109). Aunque los serotipos G y
P son independientes, existen asociaciones que se repiten con mayor frecuencia como
son G1, G3y G4 con el genotipo P [8] (serotipo P 1A) y el G 2 con el P[4] (serotipo P
1B) (109).

1.2.1.4 Patogénesis y Respuesta Inmune

Los Rotavirus infectan los enterocitos maduros absortivos del epitelio velloso de los dos
tercios superiores del intestino delgado. Esto lleva a la atrofia vellositaria y muerte celular,
dando lugar, de forma compensatoria, a la repoblacién del epitelio por células inmaduras

de tipo secretor con hiperplasia secundaria de las criptas (282).



No se conocen bien los mecanismos que llevan a la produccién del dafio celular, aunque
se propone que la lesién es secundaria a la isquemia vellositaria (98). En cuanto al
mecanismo que induce la produccién de diarrea, parece ser el principal, la menor
absorcion de agua y electrolitos en relacion con la infeccidn selectiva de las células
absortivas, conservandose funcionalmente intactas las células secretoras de las criptas.
Esto da como resultado la secrecion neta de liquido. Por otra parte se produce una
disminucion de las disacaridasas de la pared intestinal, con malabsorcién consiguiente de
carbohidratos y un factor osmético de diarrea. En la actualidad est4 cobrando importancia
el papel del sistema nervioso entérico en la diarrea por Rotavirus. Este agente induciria la
secrecion hidroelectrolitica intestinal mediante la estimulacién del sistema nervioso de la

pared intestinal, hecho demostrado recientemente en ratones lactantes (195).

Es sabido que los nifios que sufren una infeccién primaria quedan protegidos frente a
episodios graves de diarrea (92,114,159,279,324). Sin embargo todavia no se conocen
bien los mecanismos inmunolégicos responsables de esta proteccion parcial. Se ha
demostrado en diversos estudios que la inmunidad local intestinal protege de sucesivos
episodios graves de diarrea (28,62,244). En la fase aguda de la enfermedad esta
comprobado el predominio de las inmunoglobulinas de clase IgM, con una respuesta
sérica IgG e IgA en la fase convaleciente (62). En el intestino predominan los anticuerpos
secretores IgA, observandose respuesta de coproanticuerpos en el 70-84% de los nifios
con infeccién sintomatica. Se ha demostrado que estos anticuerpos son un marcador mas
sensible de reinfeccion que la seroconversion o la deteccidon de virus en heces (28).
Parece ser que solo los anticuerpos dirigidos contra las proteinas VP4 o VP7 pueden

neutralizar al virus y proteger al huésped susceptible.

Se ha descrito que la respuesta a la primera infeccion es homotipica (respuesta frente al
virus infectante y otros virus con glicoproteina VP7 similar), apareciendo respuestas
heterotipicas con infecciones sucesivas (32,94,120). La proteccion serotipo-especifica ha
sido dificil de demostrar en humanos, ya que no se ha detectado asociacién entre titulos

de anticuerpos neutralizantes serotipo-especificos después de la infeccidn y la existencia



de proteccion (334). Aqui entraria el papel de la inmunidad celular, demostrandose
recientemente que la proteina NSP4, produce una respuesta mediada por la inmunidad
celular (162).

1.2.2 ADENOVIRUS ENTERICOS
1.2.2.1 Morfologia

Los Adenovirus humanos pertenecen a la familia Adenoviridae, género Mastadenovirus,
(331). Dentro del género, la mayoria de los Adenovirus entéricos descritos hasta ahora

pertenecen al subgénero F (18).

Son virus ADN, sin envoltura. La particula virica presenta un tamafio de 70 nm de
didmetro (Figura 3). La reconstruccion tridimensional de la estructura conseguida por

criomicroscopia electrénica se muestra en la figura Fig.4 A (304).

La capside, de naturaleza proteica, se compone de 252 capsémeros que conforman una
estructura icosaédrica. Dichos capsdmeros pueden ser de 3 tipos morfologicos: hexones,
pentones y unas estructuras que se proyectan al exterior, llamadas fibras que presentan
un nodulo terminal (figura 4B). La longitud de las fibras difiere de unos subgéneros a otros
(331).

El genoma consiste en una molécula lineal de ADN de doble cadena que representa el
15% de la masa del virus. En la actualidad se estan asignando funciones a las diferentes

regiones y se han identificado las regiones que codifican las tres proteinas de la capside.

1.2.2.2 Estructura proteica

Los tres principales antigenos del virus son las proteinas de la capside. Estas, como ya se
ha comentado, son de 3 tipos morfoldgicos: el hexdn que limita con 6 capsémeros y se
encuentra en las caras triangulares del virion; el penton que limita con 5 capsémeros y
se localiza en los vértices y la fibra, que es una hemaglutinina (Figura 4 B) (331). El hexén

contiene antigenos comunes a los adenovirus humanos y los antigenos de la fibra son



tipo-especificos, con especificidad de grupo, mientras que el pentdn base es comun a la
familia Adenoviridae (18). Ademas de estas proteinas estructurales existen al menos
otras 8 que constituyen el core (293) y que tienen funcidon de mantenimiento de la

integridad del genoma y participan en la actividad enzimatica.

1.2.2.3 Clasificacion

Los serotipos que con mayor frecuencia se asocian a la GEA por Adenovirus entéricos
son el 40 y 41, pertenecientes al subgénero F. Mas raramente se han implicado los
serotipos 31, 12 y 18 del subgénero A (331) y los serotipos 1, 2, 5y 6 del subgénero C
(18,144).

1.2.2.4 Patogénesis y respuesta inmunitaria

Las fibras parecen intervenir en la union del virus a los receptores de la célula huésped a

través de sus nédulos terminales (38).

No se conoce todavia bien la razon del tropismo de los diferentes serotipos. Al igual que
en la GEA producida por Rotavirus, la lesién que producen los serotipos 40 y 41 en los
enterocitos llevan a una atrofia vellositaria e hiperplasia compensatoria de las criptas, con

la consiguiente malabsorcion y pérdida de fluidos (38,98).

Después de la infeccion se desarrollan anticuerpos especificos en la mayoria de los
casos, neutralizantes o0 no neutralizantes. Los anticuerpos no neutralizantes especificos

de grupo son utiles para medir la respuesta inmunitaria. Los anticuerpos neutralizantes

Figura 3. Particulas de adenovirus humanos observadas por microscopia electrénica

mediante la técnica de tincion negativa (cortesia de la Dra. A. Sanchez-Fauquier).



Figura 4-A Figura 4-B

Figura 4: A) Reconstruccion tridimensional de la particula de Adenovirus intacta (tomado
de Steward et al., 1991%°); B) Representacion esquematica del Adenovirus y sus

principales componentes (tomado de Baum., 2000%®).



Figura 3. Particulas de Adenovirus humanos observadas por microscopia electronica mediante
la técnica de tincion negativa (cortesia de la Dra. A. Sanchez-Fauquier).
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Figura 4-A Figura 4-B

Figura 4: A) Reconstruccién tridimensional de la particula de Adenovirus intacta (tomado de
Steward et al.,1991?'®); B) Representacion esquematica del Adenovirus y sus principales

componentes (tomado de Baum., 2000%*).



tipo especifico pueden proteger tanto en la enfermedad actual como en las reinfecciones
por el mismo serotipo, aunque los pacientes pueden seguir eliminando el virus en sus

heces, de forma intermitente, meses después de una respuesta humoral efectiva (144).

1.2.3 ASTROVIRUS
1.2.3.1 Morfologia

En 1993 se establecié la familia Astroviridae dentro de los virus ARN (215) con un Unico

género, el Astrovirus, el cual engloba los virus animales y humanos (201).

Madeley y Cosgrove describieron los Astrovirus como virus pequefios redondos de 28 nm
con un aspecto caracteristico de estrella de 5 o 6 puntas por visualizacion directa por ME
y de ahi su nombre (astron, estrella en griego) (196). Sin embargo, Risco et al, han
comprobado recientemente que este virus presenta una morfologia diferente con
apariencia icosaédrica, que miden 41 nm de diametro y tienen espiculas bien definidas.
Cuando estos virus se someten a un pH elevado se transforman y presentan la tipica

morfologia de estrella descrita inicialmente (272). (Figura5 Ay B).

En la actualidad se esta realizando la reconstruccién tridimensional del Astrovirus humano
serotipo 2. Los resultados preliminares indican que el virion posee dos capas proteicas. La
externa, extremadamente porosa, estaria constituida por la proteina VP26 que forma las
tipicas proyecciones que se observan tanto por tincibn negativa como por
criomicroscopia. La capa interna formaria una superficie continua y estaria integrada
mayoritariamente por otra proteina denominada VP32. (272).

El genoma de los Astrovirus humanos esta constituido por una cadena de ARN simple de
polaridad positiva. Este ARN presenta tres secuencias de lectura abierta (“open reading
frames”, ORFs). Las ORFla y ORF1lb codifican la proteasa y polimerasa viral
respectivamente. La ORF 2 codifica el precursor proteico de la capside y se encuentra en

el extremo 3" del genoma (47,70,201).



1.2.3.2 Estructura proteica

La estructura proteica de Astrovirus no se conoce todavia bien en la actualidad. Sin
embargo parece que el precursor de las proteinas de la cdpside, una poliproteina de 87
kD, da lugar al menos a las proteinas estructurales de la cipside VP32, VP29 y VP26,
(214). Mediante la secuenciacion de los extremos amino terminales de la PV29 y PV26 se
han podido localizar dentro de la poliproteina de 87kD en los aminoacidos 361 y 394

respectivamente (282).

Los ensayos con anticuerpos monoclonales frente a Astrovirus humano sugieren que la
VP26 y/o la VP29 pueden ser importantes en la neutralizacion, la inmunidad heterotipica y
la union del virus a las células diana (16,282). Estas proteinas, especialmente la VP26,
parecen ser las responsables de la variacion antigénica observada entre los distintos

serotipos (47).

1.2.3.3 Clasificacion

Los Astrovirus se clasifican en serotipos basandose en la reactividad de las proteinas de
la cépside con sueros policlonales y anticuerpos monoclonales (185,201). También
pueden clasificarse en genotipos sobre la base de la secuencia de nucle6tidos de una
region de 348 pb del ORF2, comprobandose una buena correlacion con los serotipos
(225). Existen 7 serotipos establecidos que se corresponden con 7 genotipos. Se sugiere
la existencia de un octavo genotipo debido a la secuencia de un serotipo 8 putativo (219).
El serotipo 1 es el predominante en la mayoria de los estudios, seguido del 2,3,4 y 5 con
menor frecuencia. ElI 6, 7 y 8 se detectan raramente (185,106,203,219,238,317).



Figura 5-A. Es visible un contorno de espiculas en la mayoria de los viriones. No se

observa ninguna particula con forma de estrella (cortesia de la Dra. A.Sanchez-Fauquier).

Figura 5-B. El tratamiento de la muestra a pH 10 da como resultado particulas con la
morfologia de estrella de 28 nm. descrita inicialmente (cortesia de la Dra. A.Sanchez-

Fauquier).



La figura 5 (A y B) muestra estructuras de Astrovirus visualizadas por microscopia
elctrénica mediante tincidn negativa y su transformacion a forma tipica de estrella
(Gaggero-107)

Figura 5-A. Es visible un contorno de espiculas en la mayoria de los viriones. No se
observa ninguna particula con forma de estrella (cortesia de la Dra. Alicia SGnchez-
Fauquier)
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Figura 5-B. El tratamiento de la muestra a ph 10, da como resultado particulas con la
morfologia de estrella de 28 nm descrita inicialmente (cortesia de la Dra. Alicia
Sanchez-Fauquier)






1.2.3.4 Patogénesis y Respuesta Inmune

La patogenia de la enfermedad inducida por Astrovirus no se ha establecido todavia,
aunque se sugiere que la replicacion del virus ocurre en el tejido intestinal (201,253). Los
estudios en adultos voluntarios no aclaran tampoco los mecanismos patogénicos
(180,208) y son los estudios en animales los que aportan gran parte del conocimiento. En
ellos se observa una atrofia de las vellosidades intestinales e infiltrados inflamatorios en la
lamina propia (313), dando lugar, al igual que Rotavirus, a la disminucion de la actividad

de las disacaridasas y produccion de diarrea osmotica.

La infeccidn sintomética por Astrovirus incide principalmente en los nifios pequefios y en
los ancianos, lo que sugiere una disminucién de los anticuerpos en los Ultimos afos, pero
los determinantes de la inmunidad no se conocen bien (201). Los estudios en adultos
voluntarios indican que las personas con niveles detectables de anticuerpos no

desarrollan la enfermedad (180).

Hasta la fecha se han descrito 4 anticuerpos monoclonales neutralizantes, desarrollados
por Sanchez-Fauquier et al. frente a Astrovirus humano del serotipo 2 (282) y por Bass et
al. frente a Astrovirus del serotipo 1 (16). Todos reaccionan con la proteina de la capside

VP26, implicada en la neutralizacion de los Astrovirus humanos.

1.2.4 CALICIVIRUS HUMANQOS

1.2.4.1 Morfologia

Los Calicivirus humanos pertenecen a la familia de virus ARN denominado Caliciviridae.
Tras la secuenciacién del genoma del virus Norwalk (157) y de otros virus de la familia
(182), el Comité Internacional sobre Taxonomia de Virus establecid la existencia de 4

géneros dentro de la familia Caliciviridae (126), dos de ellos de Calicivirus de animales



(Lagovirus y Vesivirus) y dos de Calicivirus humanos, los virus tipo Norwalk (Norwalk like

viruses = NLVSs) y virus tipo Sapporo (Sapporo like viruses = SLVS)

Los viriones se componen de una Unica proteina estructural de la capside. Las técnicas
de criomicroscopia electrénica revelan la estructura de simetria icosaédrica de la céapside
(255). La proteina estructural, constituida por 180 moléculas, se pliega en 90 dimeros
formando una cubierta continua con protusiones en forma de arco (Figura 7). Una
caracteristica clave es la existencia de 32 depresiones en forma de copa, situadas en los

ejes del icosaedro, de cuya denominacion latina, calix, deriva su nombre (13).

El genoma de los Calicivirus humanos consiste en una cadena sencilla de ARN de
polaridad positiva. EI genoma de los NLVs se organiza en tres secuencias de lectura
abierta (ORF). La ORF1 codifica una poliproteina precursora de las proteinas no
estructurales, la ORF2 codifica la proteina de la capside y la ORF3 codifica una proteina
pequefia cuya funcion no se conoce (13). Estudios recientes indican que se trata de una

proteina estructural menor (112).

El genoma de los SLVs difiere del anterior, de manera que la ORF1 codifica las proteinas
no estructurales y, ademas, la proteina estructural de la capside (191,192). La ORF2
codifica una proteina pequefia de funciéon desconocida similar a la ORF3 del virus
Norwalk. En los SLVs se ha visto también un ORF3 de significado incierto todavia. Los
estudios sobre las diferencias entre ambos genomas han llevado a la subdivision en

géneros dentro de los genogrupos.



1.2.4.2 Clasificacion

Los Calicivirus humanos se clasifican actualmente en dos genogrupos en los virus tipo

Norwalk y uno en los tipo Sapporo (47,70,154,313,327), como se muestra a continuacion:

NLVs Genogrupo I: e virus Norwalk, Southampton, Desert Shield, Queens Arms,

Winchester, Musgrove, Sindlesham.

Genogrupo Il: e virus Snow Mountain, Hawaii, Toronto, Mexico y Lordsdale,

Bristol, Camberwell, Melksham, Hillingdon, Leeds.

SPLVs Genogrupo lll e virus Sapporo, Manchester, London, Parkville.

1.2.4.3 Estructura proteica

Los Calicivirus, como ya se ha comentado, poseen una Unica proteina estructural que
mantiene la integridad estructural y tiene capacidad inmunégena e infectiva (256). Se ha
demostrado en estudios recientes que esta proteina podria ser determinante de
especificidad de las diferentes cepas (255). La principal proteina no estructural parece
ser una ARN-polimerasa dependiente de ARN, pudiendo detectarse también funciones

helicasa y proteasa. (313).



1.2.4.4 Patogénesis y Respuesta Inmune

La patogénesis de la enfermedad por Calicivirus se basa en estudios en voluntarios
sanos. En ellos se observa un ensanchamiento de las vellosidades intestinales del
intestino delgado proximal Las células epiteliales permanecen conservadas y existe un
acortamiento de las microvellosidades y aumento del espacio intercelular (289,290,313).
No se conoce bien el mecanismo por el que se produce el cuadro de diarrea y vomitos
asociado a malabsorcion de D-xylosa y grasa. Se ha sugerido que pueda intervenir el
retraso marcado en el vaciamiento gastrico observado en el caso de GEA inducida por
virus Norwalk (205).

La infeccion por virus Norwalk induce una respuesta especifica de anticuerpos séricos
lgG, IgA e IgM, aunque haya habido una exposicion previa (313). Se ha demostrado
aumento en la sintesis yeyunal de IgA dos semanas después de la infeccién por virus
Norwalk (2). Después de la infeccion por virus Norwalk, la mayoria de los pacientes
presentan una resistencia a la reinfeccion durante 4 a 6 meses (313), pero se observa una

falta de proteccion a largo plazo (208).



Figura 6: Particulas de Calicivirus humanos observados por microscopia
electrénica mediante tincién negativa en un filtrado de heces procedente de un

nifio con gastroenteritis (cortesia de la Dra. Alicia Sanchez-Fauquier).

Figura 7: Estructura tridimensional de Calicivirus tipo Norwalk, determinada por
procesamiento de imagen de micrografias electrénicas (tomado de Prasad et al.,
1996°"%).



Figura 6. Particulas de Calicivirus humanos observados por microscopia electronica
mediante tincién negativa en un filtrado de heces procedente de un nifio con
gastroenteritis (cortesia de la Dra. Alicia Sanchez-Fauquier)

Figura 7. Estructura tridimensional de Calicivirus tipo Norwalk, determinada por
procesamiento de imagen de microfotografias electronicas (tomado de Prasad et al,
1996-315)



1.3 IMPORTANCIA E IMPACTO DE LA ENFERMEDAD

Los Rotavirus son los principales agentes responsables de la diarrea grave en nifios
menores de 5 afos, siendo causa de mas de 130 millones de episodios anuales en todo
el mundo (118) y de 600.000 a 870.000 muertes al afio (114), la inmensa mayoria de

ellas en los paises en desarrollo (45,67,72,318).

En los paises industrializados en los que la mortalidad debida a GEA por Rotavirus es
muy baja (116), el impacto de la enfermedad viene dado por su alta morbilidad y por la
frecuencia de hospitalizacion que produce. Diversos estudios europeos sefialan al
Rotavirus como responsable del 20 al 60% de los casos de GEA que requieren
hospitalizacién, mientras disminuye su porcentaje en los que pueden manejarse de forma
ambulatoria (46,161,175,200,218,278,307). En Australia se encuentran cifras similares
(15). En EEUU se ha estimado que 1 de cada 73 nifios se habra hospitalizado por diarrea

por Rotavirus A en los primeros 5 afios de vida (116).

En Espafia son limitados los conocimientos sobre la epidemiologia de la GEA viral.
Segun los datos del Sistema de Informacién Microbiolégica se atribuye a Rotavirus el 22%
de los casos de GEA en menores de 5 afios (148). En diversos trabajos realizados desde
1981 hasta 1987 y recopilados por Roman (276) se estiman incidencias de GEA por
Rotavirus grupo A, que abarcan del 2% al 44% (23,44,88,146,209,236,267,270,273,
274,297,323,314,276). Es muy escasa también la informacién sobre hospitalizacion por
este virus en nuestro pais, estimandose entre el 2 y 3 /1000 menores de 5 afios/afio
(56,330).

En cuanto a los Rotavirus “no grupo A”, se han identificado Rotavirus del grupo B en
brotes epidémicos de diarrea grave en adultos en el sudeste asiatico desde 1982 (97) y
en infecciones sintomaticas en niflos. Se han detectado brotes de diarrea debidos a
Rotavirus del grupo C en Asia (237), América del sur (301) y Europa (35,48). También se

han comunicado casos de GEA esporadica en niflos en USA (156), en Japon (181) y en



el Reino Unido (149), con frecuencias del 1% al 6,8% de los casos de GEA. En estudios
de seroprevalencia se han demostrado tasas de seropositividad entre el 30 y 45% de los
adultos estudiados (150,224,271,302). No existen estudios hasta el momento de

Rotavirus grupo C en nuestro pais.

Los Adenovirus entéricos presentan incidencias de infeccidon variables. En paises
industrializados varia del 1 al 8% en nifios hospitalizados con GEA (76,130,178,296,341)
y del 3 al 6,5% en los atendidos fuera del hospital por esta patologia (34,76,161,178,242).
En los paises en desarrollo se publican cifras del 2 al 31% (68,172,216,261,305). En
Espafia, las diferentes series publicadas encuentran cifras de incidencia entre el 1y el 9%
de Adenovirus totales, no especificamente entéricos (137,235,236, 250,267,270,314).

En los estudios iniciales de Astrovirus mediante ME realizados en diversos paises, el virus
era detectado en alrededor del 1% de los casos (117, 190,214) ocurriendo lo mismo en
nuestro pais (297). Actualmente gracias al desarrollo de técnicas de EIA que utilizan
anticuerpos monoclonales (139,141) se detectan incidencias mas altas, desde el 2 al 11%
en nifios atendidos en hospitales, con pocas variaciones entre los paises en desarrollo
(67,261,138) y los desarrollados (177,189,203,219). En el ambito extrahospitalario,
Astrovirus representa del 4 al 10% de los casos de GEA (34,106,133,243,317), incluso
llegando incluso a constituir la primera causa de esta enfermedad (197). En Espafia, se
han comunicado incidencias del 4 al 12,5% de los casos de GEA (88,119,193,314).

Los Calicivirus humanos se identificaron desde un principio como causa de brotes de
diarrea no bacteriana, inicialmente utilizando técnicas de ME (9,85,166,167,309). En
estudios recientes, con la aplicacién de los nuevos ensayos como EIA y RT-PCR, ha
cambiado el conocimiento de la epidemiologia de los Calicivirus humanos, especialmente
de los virus tipo Norwalk (13). Asi, estos virus se reconocen como la principal causa de
los brotes de diarrea no bacteriana y las nuevas estimaciones sugieren que son la causa
mas comun de enfermedad de origen alimentario (103,174,204,222,328). De igual forma,
los estudios recientes que investigan Calicivirus en casos esporadicos de GEA en nifios
encuentran que los virus tipo Norwalk constituyen la segunda causa de GEA viral después

de Rotavirus y los estudios de seroprevalencia demuestran que la infeccidn es frecuente



en nifios en los paises desarrollados (34,125,153,188,239,241,246). Hasta el momento,
no se conocen datos en nuestro pais sobre incidencia de Calicivirus salvo en algunos

casos de brotes, en los que se detectaron particulas semejantes al virus Norwalk (12).

En diversas series se describen casos de coinfeccion sobre todo con Rotavirus del grupo
A. Asi, en un estudio realizado en Francia las coinfecciones constituyeron el 16,7% de los
casos (34) y en otro estudio un tercio de las infecciones por Astrovirus se acompafaban
de Rotavirus del grupo A (138). No se encontraron diferencias en la gravedad de las

infecciones monomicrobianas y polimicrobianas (34,138).

1.4 MECANISMOS DE TRANSMISION

El principal mecanismo de transmision de los virus productores de GEA (Rotavirus,
Adenovirus, Astrovirus, Calicivirus) es a través de la via fecal-oral (61,115,166,180
206,208, 254).

La excrecion de particulas virales en las heces puede producirse en los dias previos al
cuadro clinico y en los siguientes a su resolucién (61,254,312,315,320), con una maxima
eliminacién fecal coincidiendo con el cuadro diarreico (53,207). Aungue normalmente la
duracién de la excrecion viral es de 1 o 2 semanas, se han descrito cuadros de excrecion
prolongada de mas de un mes o incluso de meses después del comienzo de los sintomas
(206,210,186,269).

Otra via de diseminacion es a partir de diversos vehiculos como las manos y superficies
inanimadas, donde el virus puede sobrevivir horas e incluso dias, se demuestra

principalmente en el caso de Rotavirus (7) y de Calicivirus (136).

El agua contaminada y los alimentos como via de transmision se ha descrito en brotes de
GEA por Rotavirus (7) y en Calicivirus (60,288,295,313). Mas controvertida es la

transmision de Astrovirus por esta via (117,136,201).



Se discute la via respiratoria como una posible puerta de entrada para la infeccion por
Rotavirus (7,134). Sin embargo, hasta el momento no ha podido ser demostrada
experimentalmente esta via de transmisién, siendo negativa la deteccion de Rotavirus en
secreciones respiratorias en la mayoria de los estudios realizados (208). Parece mas
probable que esta via de diseminacion se asocie a la manipulaciébn de heces
contaminadas a través de particulas en aerosol, donde se ha comprobado que los virus
pueden permanecen infectivos a las 24 horas (147). Tanto en el caso de Astrovirus (89)
como de Calicivirus (60,103,166), se ha planteado también este modo de transmision

mediante aerosoles.

Hasta ahora no se ha descrito en estos virus la via de transmision de animal a humano.
Sin embargo, en estudios recientes, el hallazgo de Calicivirus humanos (tipo Norwalk) en
las heces de 33 (44%) terneros y en 2 (2%) de los cerdos estudiados, abre la posibilidad

de una zoonosis 0 de que estos animales sean el reservorio de la enfermedad (319).

1.5 VARIACION ESTACIONAL

La GEA viral producida por Rotavirus del grupo A y Astrovirus se diagnostica en paises
tropicales a lo largo de todo el afio mientras que en los paises de clima templado estas
infecciones predominan en general en los meses mas frios (29,65,134). En el caso de
Rotavirus del grupo A se ha observado en algunos paises que los picos de incidencia de
la infeccién ocurren de forma secuencial. Asi, en USA la infeccion comienza en el
sudoeste, entre octubre y diciembre y termina en abril 0 mayo en el nordeste del pais. En
Europa comienza en Espafa (diciembre), le sigue Francia (febrero), Reino Unido (febrero

y marzo) y Holanda y Finlandia (marzo) (143,175,310).

En una revision reciente se demuestra en casi todos los estudios que la GEA esporadica
por virus tipo Norwalk es también mas frecuente en los meses de invierno. Por el contrario

la GEA producida por Adenovirus no muestra en general variacién estacional (140,17,178)



aunque en Espafia se ha observado un ligero predominio en algunos meses del afio
(137,250,267).

1.6 CARACTERISTICAS CLINICAS

La gastroenteritis aguda viral es desde el punto de vista clinico indistinguible de la GEA
producida por otros microorganismos como las bacterias. Esta enfermedad puede
presentarse en forma de brotes epidémicos o bien tratarse de casos esporadicos. Los
sintomas principales son la diarrea y los vomitos. También son frecuentes el dolor
abdominal, la fiebre, que aparece con mayor frecuencia en el caso de Rotavirus y
Astrovirus, y también pueden aparecer otros sintomas como cefalea (32,60,115,165, 166,
313). Se ha descrito la aparicion de sintomas respiratorios concomitantes en los casos de
diarrea por Rotavirus y Adenovirus, entre el 20 al 70% de los casos (178,179,250,279).
Sin embargo no se conoce el significado de ello y no se han encontrado estos virus en las

secreciones respiratorias (32).

La edad mas frecuente de presentaciéon de la GEA viral esporadica, causada por los
principales agentes virales, es de los 6 a los 24 meses de edad (29,60,130,133,134,140,
152,164,165,197,219,267,238).

En el periodo neonatal la infeccion por Rotavirus es la mayoria de las veces asintomatica,
posiblemente debido a factores como la presencia de anticuerpos maternos, factores
inhibidores en la leche materna y la inmadurez de la tripsina, necesaria para la infectividad
viral. Otro factor seria la naturaleza atenuada de ciertas cepas, detectadas con frecuencia
en neonatos con infeccién sintomatica y asintomética (, 29,73,134,265). En los 2 primeros
afios de vida se producen infecciones repetidas que van siendo menos graves con los
sucesivos episodios, siendo asintomaticas un 50% de ellas (92,159,160,279,324)
indicando que se produce al menos una proteccion parcial. En el resto de los virus son
también frecuentes las infecciones asintomaticas evidenciandose en diversos estudios la
eliminacion fecal asintomatica de Adenovirus y Astrovirus. Se estima que alrededor de un

50% de las infecciones por Calicivirus son asintomaticas (60,67,133,178,241,197).



El periodo de incubacion oscila entre 24 y 72 horas en el caso de Rotavirus y Calicivirus,
(60,169,241) siendo algo mas prolongado en el caso de Astrovirus (3-4 dias) y de
Adenovirus que puede llegar a ser de 10 dias (115,178,180,253).

La GEA producida por virus es en general un proceso autolimitado, con una duracién de
la diarrea entre 1 y 7 dias (32,233,252), prolongandose por lo general mas de 1 semana
en el caso de Adenovirus (130,152,178,242). Normalmente la curacién se produce en 1 o
2 semanas aunque se han descrito casos de diarrea persistente asociada a Adenovirus
(179,315) y Astrovirus (317).

Se ha visto que la gravedad de la GEA y la necesidad de ingreso es mayor cuando se
asocia a Rotavirus del grupo A que los casos asociados al Adenovirus (130,152,242,267),
al Astrovirus (133,138,178,243) y al Calicivirus (34, 239,241).

Los virus productores de GEA son una causa importante de infeccion nosocomial en las
unidades de ingreso pediatricas. Entre el 20 y el 50% de la GEA por Rotavirus en
hospitales se consideran de origen nosocomial (53,64,206,207,267,273,274) y se han
descrito incidencias de diarrea nosocomial por Rotavirus en el 2 - 6% de nifios
ingresados (22,87,273). La infeccion nosocomial por Adenovirus y Astrovirus representa
también un problema importante, como se demuestra en diversos estudios (101,177,
292,317). Existen menos datos sobre la incidencia de infeccion nosocomial por Calicivirus,
aunque en los trabajos publicados se estima que es alta, siguiendo en frecuencia al
Rotavirus del grupo A, con cifras hasta del 78% de los ingresados por GEA causada por
este virus (190,306,101,187) y se han descrito también brotes de infeccibn nososcomial
(43).

La prevalencia de infeccion nosocomial probablemente esté subestimada debido al gran
namero de pacientes asintomaticos (81,199,201) que dificultan el control del problema.
Por otra parte, la transmision nosocomial se ve favorecida probablemente por la alta

concentracion de particulas virales en las heces de los nifios, la alta contaminacion



ambiental y la relativa resistencia a desinfectantes habituales (234,287). No puede

olvidarse el papel del personal sanitario en la transmision de la infeccion (223).

1.7 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

1.7.1 Aislamiento en cultivos celulares

En la actualidad el cultivo de los virus productores de gastroenteritis no se considera util
para el diagndstico por ser técnicas laboriosas y lentas. Si tiene valor para estudios de
investigacion, de caracterizacion de los virus y para la elaboracion de test diagnésticos.
No se ha conseguido aln la propagacién en medios celulares de los Calicivirus, Torovirus

humanos ni Coronavirus (53,252)

1.7.2 Teécnicas de Microscopia electronica

El diagndstico de la GEA producida por virus se ha basado, cldsicamente, en las técnicas
de visualizacion directa con Microscopia electrénica (ME) que siguen siendo Utiles en la
actualidad sobre todo para Rotavirus de los grupos no A y otros virus entéricos, aunque
esta técnica se realiza solo en determinados laboratorios de referencia (13,53,164,201,
252,294).

1.7.3 Técnicas de deteccidon de antigeno

En los ultimos afos se han desarrollado una amplia variedad de ensayos comerciales de
deteccién directa de antigeno en muestras fecales, basados en enzimoinmunoanalisis
(EIA), aglutinacibn con particulas de latex (LA) y, mas recientemente,

inmunocromatografia (ICG), disponibles para Rotavirus del grupo A y Adenovirus (252).

Las técnicas de EIA se han mostrado mas sensibles que la visualizacion directa por ME

(53,80,298), presentando también una alta especificidad en la deteccidbn de Rotavirus



grupo A, sobre todo cuando se utilizan anticuerpos monoclonales (82,111,308). La técnica
de LA presenta muy buena especificidad (55,82,308) pero con una sensibilidad inferior a
las técnicas de EIA (53,54,308). Las técnicas de ICG son comparables a las de EIA

siendo rapidas y muy sencillas técnicamente (79,338).

Los Rotavirus del grupo C pueden detectarse en muestras de heces mediante técnicas de
inmunoanalisis descritas recientemente que utilizan diferentes antigenos o anticuerpos
monoclonales, (105,149,156) y que son mas sensibles que los métodos de ME.

En el caso de Adenovirus muchas de estas técnicas detectan antigeno comun de grupo
de los Adenovirus humanos (236,301), comprobandose en diversos estudios que entre el
45% y el 93% de las muestras positivas para grupo correspondian a serotipos entéricos
40/41 (124,130,140,178,216,228). Existen técnicas comerciales que detectan
especificamente estos serotipos entéricos 40 y 41 (142,228). Se ha comunicado en

ocasiones el fallo en la deteccion de estos serotipos con métodos comerciales (216,291).

En la actualidad se dispone de técnicas de EIA para deteccién de Astrovirus gracias al
desarrollo de anticuerpos monoclonales frente a este virus (139,141,213) que resultan
mas sensibles que las técnicas de ME, desarrollandose posteriormente otros anticuerpos
(16,292). Existe una técnica comercial de EIA de reciente aparicién que utiliza anticuerpos
monoclonales y que ha sido evaluada frente a técnicas de ME y RT - PCR con buenos

resultados de sensibilidad y especificidad (203, 260).

Para la deteccion en heces de Calicivirus humanos se utilizaba en una primera etapa
suero de pacientes infectados como suero hiperinmune y asi se desarrollaron técnicas de
radioinmunoensayo y de EIA que detectaban virus Norwalk (13). Desde que en 1990 se
pudo clonar y caracterizar el genoma del virus Norwalk (157), se han desarrollado nuevos
métodos de EIA, mediante la expresion de antigenos de la capside en sistemas de
baculovirus que ha permitido la obtencion de anticuerpos policlonales y monoclonales por
medio de inmunizacibn animal (128,153). Estos métodos presentan una mayor

sensibilidad que los de primera generacion y aunque todavia demasiado especificos y de



uso limitado a laboratorios de investigacion parece un método prometedor para un futuro

préximo (13).

1.7.4 Teécnicas de biologia molecular

En la actualidad se han desarrollado técnicas de PCR para muchos de los virus
productores de gastroenteritis, aunque no se utilizan de forma rutinaria. Estas técnicas
son mas sensibles que los métodos de inmunoensayo (40,53,69,220,252), se suelen
aplicar para confirmar los resultados de otras técnicas y son también utiles para el estudio
de muestras como LCR o0 suero y muestras ambientales, como ocurre en el caso de
Rotavirus con las técnicas de transcripcion inversa y reaccion en cadena de polimerasa
(RT-PCR) (40,53,240,337). Los estudios de RT-PCR para la investigacion de Rotavirus
del grupo C se utilizan de forma restringida, sobre todo para confirmar los resultados de

los inmunoensayos.

Se han utilizado también métodos de PCR para la detecciéon especifica de Adenovirus

entéricos (3) y de subgéneros del virus (170).

Las técnicas de RT — PCR para deteccién de Astrovirus se aplican para confirmar
resultados de inmunoensayo (106,210) y recientemente se ha conseguido una
sensibilidad muy alta (219). En el caso de Calicivirus humanos la técnica de RT —PCR se
describio poco después de la clonacion del virus Norwalk (77,155) siendo la més sensible
y ampliamente usada en la actualidad para la deteccion de estos virus. Actualmente, se
dispone de oligonucleétidos iniciadores desarrollados por diversos grupos que permiten
detectar los virus tipo Norwalk genogrupos | y Il (6,127,184,212,329,343) asi como los
virus tipo Sapporo (23,326,333).

1.7.5 Técnicas de serotipado/genotipado



En la actualidad, el serotipado de las cepas de Rotavirus del grupo A se lleva a cabo
mediante EIA que utiliza anticuerpos monoclonales especificos, existiendo
comercializados los mas prevalentes, serotipos G1, G2, G3 y G4 (233). Se han
desarrollado técnicas de RT-PCR para genotipar Rotavirus del grupo A con iniciadores

tipo-especificos para genotipos Gy P (110,121).

El serotipado de Astrovirus puede realizarse por EIA y RT- PCR (185,213,215,225). La
RT-PCR se ha utilizado también para confirmar las técnicas de EIA, con buena
correlacion entre ambas (131,211). En el caso de Calicivirus el genotipado se realiza por
RT-PCR (6,186).

1.8 TRATAMIENTO

El tratamiento de la gastroenteritis producida por virus es sintomatico y su fin es prevenir o
tratar la deshidratacién secundaria al proceso. Para ello es importante instaurar de forma
precoz el aporte de liquidos para corregir déficit hidrico y combatir las pérdidas debidas a
los vOmitos y la diarrea (91,286). En los casos con incapacidad de ingesta oral,
deshidratacién grave o afectacién clinica importante es necesario el ingreso hospitalario

con administracion de fluidoterapia e incluso alimentacion parenteral.

Hoy dia esta recomendado el comienzo precoz de la alimentacion para favorecer la nutricién
y la recuperacion funcional del enterocito (285). Se plantea la administracion de
inmunoglobulinas orales (74) y alimentos probiéticos como los Lactobacilus (321) que
producen un efecto beneficioso con acortamiento del cuadro clinico y del periodo de

excrecion viral.

La interrupcion de la transmision de la infeccion es un aspecto primordial, sobre todo en
hospitales y centros de cuidados de nifios pequefios. Para ello es necesario reforzar las
medidas de higiene con una limpieza adecuada de manos, objetos empleados en la
manipulacion de los nifios y también la limpieza de las superficies con desinfectantes

adecuados (7,22,201,234). Por otra parte seria necesario, obviamente, reducir al maximo



las fuentes potenciales de diseminacion como son los alimentos y aguas contaminadas
(288,313).

1.9 DESARROLLO DE VACUNAS

Los estudios con vacunas frente al Rotavirus se empezaron a desarrollar en 1982. Las
primeras vacunas se basaron en el modelo jenneriano y utilizaron cepas de Rotavirus
animales. En los estudios iniciales se obtuvieron resultados muy variables, con poco
beneficio en los paises en vias de desarrollo (208). Posteriormente, mediante la
coinfeccion en cultivos celulares con cepas de Rotavirus animales y humanos surgio la
segunda generacion de vacunas, las llamadas “vacunas resortantes”, entre Rotavirus
humano y de mono rhesus y entre humano y bovino (11). La primera desarrollada fue la
vacuna de Rotavirus resortante rhesus-humano tetravalente que induce proteccion frente

a los cuatro serotipos principales (G1, G2y G3y G4).

Los estudios de eficacia demostraron una disminucidén en la aparicidon de gastroenteritis
grave por Rotavirus entre un 69 y un 91% de los nifios vacunados (161,268). En Agosto
de 1998 fue aprobada y recomendada en EEUU (1,4,51). Sin embargo en los estudios de
seguimiento de efectos adversos se detect6 un aumento del riesgo de invaginacion
intestinal tras la vacunacién que provocé la suspensién temporal de la vacuna en Julio de
1999 (50) y la definitiva en octubre del mismo afio (1,4). Posteriormente se han
desarrollado otras 2 vacunas resortantes bovino-humano (58,59). En la actualidad se
estan investigando las vacunas de tercera generacion que incluyen el desarrollo de
particulas sin ARN viral, con los antigenos mayores del Rotavirus, y vacunas de ADN

plasmidico, que codifica proteinas viricas especificas (37,233).

En lo que respecta a otros virus, actualmente se esta profundizando en el desarrollo de

vacunas para Calicivirus (93).

No existen vacunas orales frente a Astrovirus ni Adenovirus entéricos (63). Sin embargo,

los estudios realizados en Finlandia con vacuna de Rotavirus tetravalente han mostrado,



por mecanismos no comprendidos, una disminucién en la duracion e intensidad de la
diarrea por Adenovirus en nifios que habian recibido las tres dosis de vacuna antirotavirus
(242).



I OBJETIVOS



1.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la etiologia viral de la Gastroenteritis aguda (GEA) en nifios menores de 4

afos pertenecientes al area sanitaria IX de Madrid, incluyendo un grupo de nifios con

GEA adquirida en la comunidad y otro grupo de nifios ingresados en la Unidad de

Lactantes.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudiar, en nifios atendidos en la Unidad de Urgencias, con GEA adquirida en la
comunidad, los siguientes parametros:

Incidencia de Rotavirus grupo A, Astrovirus, Calicivirus humanos, Adenovirus y
Rotavirus del grupo C.

1.1. Distribucion de los serotipos/genotipos G y P del Rotavirus del grupo A.

Gravedad del proceso clinico segun los diferentes virus productores del cuadro.

Estudiar, en los nifios que ingresan en la Unidad de Lactantes, los siguientes
parametros:
Incidencia de Rotavirus grupo A, Astrovirus, Calicivirus y Adenovirus en los nifios

que ingresan con diagndstico de GEA.

3.1. Distribucién de los serotipos G del Rotavirus del grupo A.

Eliminacion fecal asintomatica del Rotavirus grupo A y Astrovirus en los nifios que
ingresan por otras patologias y sin sintomas de GEA, en el mismo periodo de
tiempo.

Infeccién nosocomial por los virus productores de GEA.






PACIENTES Y METODOS

3.1. LUGAR DEL ESTUDIO

El estudio se llevd a cabo en el Servicio de Microbiologia Clinica y en las Unidades de
Urgencias de Pediatria y Lactantes del Hospital Severo Ochoa de Leganés,
perteneciente al Area Sanitaria I1X de la Comunidad de Madrid. Dicho Hospital atiende
una poblacién de 348.000 habitantes (segun datos del padron de Mayo de 1996) y
comprende 4 municipios: Leganés, Fuenlabrada, Humanes de Madrid y Moraleja de

Enmedio.

El Servicio de Microbiologia es un Servicio independiente que procesa todas las
muestras para estudio microbiolégico del area sanitaria, con una media de 100.000

muestras al afo.

La Unidad de Urgencias de Pediatria asiste una media de 28.000 casos anuales,
incluyendo a pacientes hasta los 14 afios. La Unidad de hospitalizacion de Lactantes
tiene una media de 800 ingresos anuales, admitiendo a pacientes desde 1 hasta los 24

meses de edad.

Desde Septiembre de 1996 se mantiene una colaboracién con la Seccion de Virus
Productores de Gastroenteritis del Servicio de Virologia del Centro Nacional de
Microbiologia (Instituto de Salud Carlos lll, Majadahonda, Madrid) para el estudio

virolégico de las gastroenteritis agudas de nuestra poblacion infantil.

3.2. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio prospectivo y longitudinal, que se ha desarrollado a lo largo de

dos afios, utilizando protocolos clinicos y virologicos.

En el primer afio (1-10-1996 al 30-9-1997) se estudiaron los nifios menores de 4 afios
que acudieron a la Unidad de Urgencias por un cuadro de GEA adquirida en la
comunidad, para obtener datos de la etiologia viral de la GEA, asi como de la
gravedad clinica segun los distintos agentes virales y de la distribucion de los

serotipos/genotipos G y P de los Rotavirus del grupo A identificados.

En el segundo afio (1-6-1998 al 31-5-1999) se estudiaron los nifios que ingresaron en

la Unidad de Lactantes. En éstos se determiné la incidencia de la GEA producida por
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virus como motivo de ingreso, la tasa de eliminacién viral asintomatica, la incidencia de
infeccion nosocomial por virus productores de gastroenteritis y la distribucién de los

serotipos de los Rotavirus del grupo A.

3.3. POBLACION DE ESTUDIO

3.3.1. Criterios de inclusion y exclusion

En el primer afio (1-10-1996 al 30-9-1997) se valoraron todos los nifios menores de 4
afios atendidos en la Unidad de Urgencias por un cuadro clinico de GEA adquirida en

la comunidad.

El diagnostico clinico de gastroenteritis aguda se establecié por la presencia de
deposiciones de consistencia menor y/o con una frecuencia mayor de lo habitual, con

menos de 14 dias de evolucion, no habiendo otra causa evidente para dicho sintoma.

Se considerdé que un paciente presentaba un episodio nuevo de GEA si entre la

primera y segunda visita se habia producido un transito intestinal normal.

En el segundo afio (1-6-1998 al 31-5-1999) se incluyeron los nifios menores de 2

afos que ingresaron en la Unidad de Lactantes considerando los siguientes grupos:

e Niflos ingresados por GEA, segun la definicion clinica anteriormente

expuesta, adquirida en la comunidad.
¢ Nifios ingresados por otras patologias:

» Sin sintomas de GEA en el momento del ingreso y en los que se estudio

la eliminacion fecal de Rotavirus y Astrovirus.
» Con infeccion nosocomial:

a) Sintomética: aparicion de un cuadro clinico de GEA en pacientes
ingresados por otras patologias, sin sintomas de GEA en el
momento del ingreso hospitalario y con aparicion de dichos
sintomas desde 72 horas después de su ingreso en la Unidad

hasta las 72 horas siguientes al alta hospitalaria.
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b) Asintomatica: nifios ingresados por otras patologias distintas de
GEA, en los que el estudio de eliminacion viral era negativo al

ingreso y positivo pasadas 72 horas de éste.

3.3.2. Muestra de estudio

En el primer afio se estudiaron en Urgencias un total de 976 nifios menores de 4 afios
con GEA. De ellos, en 822 casos (84,2% del total) se obtuvo muestra fecal para

analisis etioldgico, constituyendo estos pacientes el grupo estudiado.

En el segundo afio se valoraron los 801 nifios menores de 2 afios que ingresaron en la
Unidad de Lactantes. De ellos, 135 casos ingresaron por GEA y 606 por otras

patologias diferentes.

3.4. ANALISIS DE LAS CARACTERISTICAS CLINICAS

La valoracién clinica se realiz6 mediante la recogida de datos en un protocolo
preestablecido, registrandose en el momento de ser asistidos los pacientes, las

siguientes variables:

e Sexo.

e Edad.

e Mes del afio de la consulta.

e Gravedad clinica del proceso (primer afio).

¢ Necesidad de ingreso hospitalario.

¢ Duracion de la estancia hospitalaria

Para el andlisis de la variabilidad estacional de cada uno de los virus estudiados se
agruparon los meses del afio segun estaciones climaticas: el invierno desde el 21 de
diciembre al 20 de marzo, la primavera desde el 21 de marzo al 20 de junio, el verano
desde el 21 de junio al 20 de septiembre y el otofio desde el 21 de septiembre al 20 de

diciembre.
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Para el estudio de la gravedad clinica en el primer afio, se utilizé la escala de Ruuska

y Vesikari (278,279) (Tabla Ill), con la que se puede alcanzar una puntuacion maxima

de 20 puntos. Para ello, se recogieron los siguientes datos:

Duracion previa de la diarrea (nmero de dias).

Frecuencia méaxima de deposiciones por dia.

Duracion previa de los vémitos (nimero de dias).

Frecuencia maxima de vomitos por dia.

Temperatura axilar maxima registrada.

Existencia de deshidratacion y grado segun la pérdida de peso estimada

(leve del 1 al 5%, moderada del 5 al 10% y grave si mas del 10%).

Tratamiento recibido (ninguno, rehidratacion oral o ingreso hospitalario).

Tabla lll. Escala de gravedad clinica (278, 279).

SINTOMAS O SIGNOS PUNTUACION
Duracion previa de la diarrea (dias)
1-4 1
5 2
>6 3
Frecuencia maxima de deposiciones/dia
1-3 1
4-5 2
>6 3
Duracion de los vémitos (dias)
1 1
2 2
>3 3
Frecuencia maxima de vomitos/dia
1 1
2 2
3 3
Temperatura maxima (°C)
37,1-38,4 1
38,5-38,9 2
>39 3
Deshidratacion (%)
1-5 2
>6 3
Tratamiento
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Ninguno 0
Rehidratacion oral 1
Hospitalizacién 2

Se ha considerado, de acuerdo con lo establecido por otros grupos de trabajo (278),

como punto de corte de gravedad moderada la puntuacion igual o mayor a 11.

Segun el protocolo establecido se procedio al ingreso hospitalario y a la administracion
de fluidoterapia en los casos con incapacidad de ingesta de liquidos por boca,

deshidratacion moderada-grave o afectacion clinica importante.

En el segundo periodo de estudio se registraron también las distintas patologias
motivo de ingreso en la Unidad de Lactantes, las cuales se agruparon en las

siguientes categorias:

Patologia respiratoria.

e Sindrome febril.

e Infeccion urinaria.

e Oftros procesos infecciosos no-GEA.
e Otras patologias.

Para estimar la incidencia de GEA nosocomial en los nifios ingresados por otras
patologias distintas de GEA se registré la aparicion de sintomas de GEA a lo largo
del ingreso y, ademas, se realiz6 una entrevista telefénica entre los 3 y 5 dias
posteriores al alta hospitalaria, interrogando sobre la aparicion de sintomas de GEA

en las 72 horas siguientes al alta.

3.5. METODOLOGIA DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO

3.5.1. Obtencion de las muestras

La recogida de heces se realiz6 mediante emision directa durante las 24 horas

siguientes a ser atendidos los nifios en la Unidad de Urgencias.

En los nifios ingresados en la Unidad de Lactantes las muestras se obtuvieron de la

siguiente forma:
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e En el grupo de pacientes con GEA, en el momento del ingreso.

e En el grupo de pacientes ingresados por otras patologias las heces se
recogieron en el momento del ingreso, cada 3 dias de su estancia

hospitalaria y siempre que se presentara un cuadro clinico de GEA.

Todas las muestras se conservaron a 4°C durante 24-48 horas, hasta proceder a su

analisis y a —80°C posteriormente.

3.5.2. Estudio microbioldgico

En todos los pacientes se realiz6 coprocultivo en el Servicio de Microbiologia del
Hospital Severo Ochoa para estudio rutinario de bacterias enteropatégenas
(Salmonella spp. , Shigella spp. , Yersinia spp. , Aeromonas spp. Yy Campylobacter
spp.). No se llevo a cabo la deteccion de los E.coli productores de GEA por no ser esta
técnica de aplicacion rutinaria en el laboratorio de nuestro hospital, por la escasez de
hallazgos positivos en estudios realizados en otros centros (46,258). No se incluyé
tampoco el estudio de parasitos, al no haber sido realizado de forma sistematica en

todas las muestras.

El analisis viroldgico, realizado en el laboratorio de la Seccion de Virus Productores de
Gastroenteritis del Centro Nacional de Microbiologia, incluyé estudio de Rotavirus del
grupo A y C, Adenovirus, Astrovirus y Calicivirus por los métodos descritos en los
apartados 2.6. al 2.10. En los nifios ingresados por patologias diferentes a GEA se
llevd a cabo la deteccion periddica del antigeno de Rotavirus del grupo A y de

Astrovirus.

3.5.3. Productos quimicos e inmunoquimicos empleados

Las sales inorganicas, &cidos, bases, y compuestos organicos (etanol), asi como los
colorantes para electroforesis y detergentes fueron suministrados en su mayoria por
Merck (Darmstad, Alemania) y Sigma (St. Louis, MO, USA). Merck proporciono
también la seroalbumina bovina (BAS) y el etilen diamino tetracetato sodico (EDTA). El
dietil pirocarbonato (DEPC) se obtuvo de Sigma. El Tween 20 fue suministrado por
Bio-Rad (Hércules, California, USA).
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La deteccién de antigeno en heces de Rotavirus grupo A, Adenovirus y Astrovirus se
realizd por técnicas comerciales de Enzimoinmunoensayo (EIA) suministradas por

Dako (Cambridgeshire, UK), como referencia.

La deteccion de antigeno de 40/41 de Adenovirus se llevd a cabo por la técnica

comercial de ICG de Fastia diagnostic (Materlab)

Para el serotipado de Rotavirus grupo A, se emplearon los anticuerpos monoclonales
G1, G2, G3, G4 y un anticuerpo policlonal anti -Rotavirus, proporcionados por Silenus

Laboratories (Hawthom, Australia). EL sustrato TMB fue suministrado por Sigma.

La extraccién de RNA se llevé a cabo mediante el sistema comercial Rnaid® (BIO
101, Inc. , La Jolla, CA, USA) que requiere la preparacion de solucién de tiocianato de
guanidina. Para ella se utiliza: tiocianato de guanidina (Fluka), citrato sédico (Sigma),
N-Sarkosyl (Sigma), y 2 - Met (Bio-Rad).

La transcripcién inversa y amplificacién se realizaron utilizando el sistema comercial
Acces RT-PCR System de Promega (Madison, WI, USA), que contiene todos los
productos y enzimas necesarios para la reaccion. La agarosa Sea — Kem LE fue
proporcionada por FMC y el bromuro de etidio por Sigma. Bio-Rad suministr6 el azul
de bromofenol y xilencianol. Se utilizaron los marcadores del tamafio de DNA (I, V)

de Boehringer Mannheim (Mannheim, Alemania).

3.5.4. Soluciones y tampones utilizados

e AEH - TMB (acetato, EDTA y agua oxigenada): Acetato 0.1M pH 5.0; EDTA
1mM; H,0, 1,3 mM; TMB (0.2 mg/ml).

e Agua-DEPC: (agua destilada estéril con DEPC): H,O con DEPC al 0,1%.

e CB pH 9,6 (tampdn carbonato-bicarbonato): Na, CO; 15 mM; NaHCO; 34
mM.

e PBS pH 7,4 (solucion tamponada de fosfatos): NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM,;
Na,HPO, 8,1 mM; KH,PO, 1,47 mM.

e PBS-B: seroalbumina bovina (BSA) al 2% en solucion de PBS.

e PBS-T: Tween 20 al 0.05% en solucién de PBS.
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e TB pH 8,2 (tampdn de biotina). NaHCO; 100 mM; NaCl 11,9 mM; KCI 2,7
mM.

e TBE (tampon tris borato con EDTA): Tris 90 mM; &acido boérico 89 mM; EDTA
0,01m.

e TCG (solucion de tiocianato de guanidina): Tiocianato de guanidina 6M,
citrato soédico 25 mM pH 7, N-Sarkosyl 0,5% y 2 - Met 0,1 M en Agua-DEPC.

e TST (tampdn tris salino con Tween 20): NaCl 150 mM; Tween 20 al 0.05% en
solucion de Tris pH 7,5 20 mM.

e TST-Ca: CaCl2 2mM en solucién de TST.

e TST—-Ca-B: seroalbumina bovina (BSA) al 1% en solucién de TST-Ca.

e TST-Ca-L: leche descremada comercial al 2,5% en solucion de TST-Ca.

3.5.5. Oligonucledtidos empleados

Todos los oligonucledtidos utilizados en este estudio han sido sintetizados por

Amersham- Pharmacia.

Las secuencias de los empleados en la caracterizacion de los genotipos G y P de los

Rotavirus del grupo A se exponen en las Tablas IV y V.

Tabla IV. Secuencia de los oligonucledtidos especificos de cada genotipo G (Das et al, 199473

Secuencia (5’-3) Genotipo
9Conl TAGCTCCTTTTAATGTATGG
9T1-1 TCTTGRCAAAGCAAATAATG Gl
9T1-2 GTTAGAAATGATTCTCCACT G2
9T-3P GTCCAGTTGCAGTCTTAGC G3
9T-4 GGGTCGATGGAAAATTCT G4
9T-9B TATAAAGTCCATTGCAC G9
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Tabla V. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados en la caracterizacion de la VP4
(Gentsch et al., 1992 9.

Secuencia (5'-3') Genotipo
(serotipo)

CON3 TGGCTTCGCCATTTTATAGACA
CON2 ATTTCGGACCATTTATAACC
5T-1 ATCATAGTTAGTAGTCGG 10 (4)
2T-1 CTATTGTTAGAGGTTAGAGTC 4(1B)
4T-1 TGAGACATGCAATTGGAC 9(3)
1T-1 TCTACTTGGATAACGTGC 8 (1A)
3T-1 TGTTGATTAGTTGGATTCAA 6 (2A)

La secuencia de los oligonucleétidos utilizados en la deteccion de los Rotavirus del

grupo C se expone en la Tabla VI.

Tabla VI. Secuencia de los oligonucle6tidos utilizados en la deteccion de los Rotavirus del
grupo C (Jiang et al. , 1995 **°).

Secuencia (5'-3")

GGCATTTAAAAAAGAAGAAGCTG
AGCCACATGATCTTGTTT
CTACCAAATGCAGCCCAT
TGTTTGGAGATGTGATGA

A W N P

Las secuencias de los oligonucleétidos usados como iniciadores para la deteccion de

Calicivirus humanos de los genogrupos | y Il se exponen en la tabla VII.

Tabla VII. Secuencias de los oligonucleétidos especificos de los genogrupos | y Il de Calicivirus
humanos (Vinjé et al. , 1996 **°).

Secuencia (5'-3') Genogrupo
JVvi2 ATA CCACTATGATGC AGATTA lyll
JV1i3 TCA TCA TCA CCA TAG AAA GAG lyll
3.6. TECNICAS DE DETECCION DE ROTAVIRUS DEL GRUPO A

En todas las muestras fecales estudiadas se realizé deteccibn de antigeno de

Rotavirus del grupo A mediante la técnica de EIA que se expone en el apartado 2.6.1.
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En todas las muestras positivas por EIA se efectu6 determinacién del serotipo G por
técnica de inmunoandlisis con anticuerpos monoclonales especificos de serotipo
(apartado 2.6.2.). En las muestras con resultado indeterminado se utilizé un método de

genotipado G mediante la técnica de RT-PCR (apartado 2.6.3.).

El estudio de genotipos P se realiz6 sobre un grupo de muestras representativo de los
distintos serotipos/genotipos G previamente detectados. Para ello se empled, como en

el estudio de genotipos G, una técnica de RT-PCR (apartado 4.6.5.).

3.6.1. Deteccién de antigeno de Rotavirus grupo A en muestras
fecales por EIA.

Se ha utilizado un EIA comercial (IDEIA™ de Dako Diagnostics) tipo “sandwich”, de
fase solida y en microplaca, que utiliza un anticuerpo policlonal que detecta proteinas
especificas de los Rotavirus del grupo A, especialmente la proteina mayoritaria de la

capside interna (VP6).

El sistema comercial proporciona todos los reactivos necesarios para la realizaciéon de
la prueba como son los controles positivo y negativo, diluyente de muestras,
anticuerpo conjugado con HPRO, la solucién de lavado y el TMB. La técnica tiene un
tiempo minimo de realizacién de 90 minutos y la lectura de los resultados se efectla
midiendo las unidades de absorbancia (UA) a 450 nm. Segun las instrucciones del
fabricante, es capaz de detectar concentraciones de hasta 7,8 x 105 particulas
virales/ml, y frente a la ME muestra una correlacion, sensibilidad y especificidad del
99,5%, 100% y 99,2% respectivamente. En todos los ensayos se incluye un control
positivo (Rotavirus bovino inactivado) y al menos dos negativos. El procedimiento

técnico consiste basicamente en lo siguiente:

e Los 96 micropocillos estan recubiertos con un anticuerpo policlonal de conejo
especifico para Rotavirus del grupo A. Sobre ellos se afiaden las muestras

previamente diluidas al 10% en el tampon de dilucién de muestras-

e Seguidamente se afade el anticuerpo policlonal conjugado con HPRO. En
los casos positivos, el antigeno presente en la muestra es capturado entre el

anticuerpo de la fase sélida y el correspondiente conjugado.
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e Después de una incubacién de 60 minutos a temperatura ambiente, se
realizan 6 lavados sucesivos con la solucion de lavado y a continuacion se

afade el sustrato cromégeno.

e Interpretacion de los resultados: para validar el ensayo, el control negativo (o
el valor medio de ellos) debe tener un valor inferior a 0,150 UA y el control
positivo debe ser superior a 0,500 UA. El valor del punto de corte se
calcula afiadiendo 0,100 UA al valor medio de los controles negativos,

considerandose positivas las muestras con valores superiores.

3.6.2. Técnica de serotipado G

Como ya se ha comentado, las muestras positivas para Rotavirus del grupo A se
tipificaron frente a los serotipos G mediante técnica de EIA tipo “sandwich”, utilizando
un anticuerpo policlonal frente a Rotavirus del grupo A y 4 anticuerpos monoclonales
con especificidad para los serotipos G1, G2, G3y G4 (Silenus Laboratories), segun el

método descrito por los fabricantes. El procedimiento es el siguiente:

e Las microplacas (Nunc High Binding) se cubren con 100 ul/pocillo del
anticuerpo policlonal diluido 1:500 en PBS pH 7.4 y se incuban una noche a

4°C en camara humeda.

e Las muestras de heces, previamente homogenizadas en PBS al 25%, se
diluyen 1:4 en la solucidon TST-Ca-L y se dispensan en cinco pocillos cada

una, a razon de 100 pl/pocillo.

o Después de 3 horas de incubacion a 37°C en cadmara himeda y de 4 lavados
sucesivos con TST-Ca, se afaden 100 pl/pocillo de cada anticuerpo
monoclonal diluido 1:200 en TST-Ca-B en cuatro pocillos y 100 ul de TST-

Ca-B solo en el quinto pocillo, como control negativo.

e Tras incubar 2 horas a 37°C en camara humeda y realizar 4 nuevos lavados
con TST-Ca, se aflade el anticuerpo policlonal conjugado con HPRO,
diluido 1:4000 en TST-Ca-B y se vuelve a incubar 1 hora a 37°C.

e Seguidamente y después de 4 lavados, se afiaden 100 ul/pocillo del

sustrato cromégeno (TMB en solucién AEH).
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e Lalectura de las placas se realiza midiendo las UA a 450 nm.

e Interpretacion de los resultados: para validar el ensayo, el control negativo
debe tener un valor inferior a 0,150 UA. El valor del punto de corte se calcula
afiadiendo 0,150 UA al valor del control negativo, considerdndose positivas

las muestras con valores superiores.

3.6.3. Técnica de genotipado G Y P
Las muestras que mostraron un resultado indeterminado tras la técnica de serotipado
por EIA para Rotavirus del grupo A fueron genotipadas utilizando una técnica de RT-

PCR. Los genotipos P se investigaron utilizando la misma técnica.

Para ello, en un primer paso, se llevo a cabo la extraccion del ARN de las muestras vy,
a continuacién, se procedio a realizar una transcripcion inversa y amplificacion de las
secuencias conservadas de los genes 9 y 4 del virus que codifican, respectivamente,
las proteinas estructurales VP7 y VP4. Posteriormente, se procedié a amplificar las
regiones variables intragen especificas de un determinado genotipo G o genotipo P.
Se incluyeron controles positivos (cepas de Rotavirus adaptadas a cultivos celulares y
muestras previamente serotipadas por la técnica de EIA descrita) y negativos

(muestras fecales negativas). Los métodos empleados se describen a continuacion.
Extraccion del ARN:

El ARN virico se aislé y purificé de las muestras fecales siguiendo el método descrito
por Buesa et al.'*® utilizando el sistema comercial Rnaid® (BIO 101, Inc. , La Jolla, CA,
USA). El procedimiento consiste en mezclar 250 ul de solucién TCG 6M con el mismo
volumen de muestra fecal previamente diluida al 25% en PBS. A continuacion se
afladen 12 pl de matriz (RNaid® “glass powder”) vy se incuba en agitacion 10 minutos
a temperatura ambiente. Después de centrifugar a 3.000 r.p.m. durante 1 minuto y
lavar tres veces el sedimento, se centrifuga finalmente a 12.000 r.p.m. durante 2
minutos. A continuacién se seca el sedimento, que contendra el ARN virico ligado a la
matriz y se resuspende en 40 pl de agua- DEPC. Se incuba 10 minutos a 65°C y se
centrifuga a 12.000 r.p.m. 2 minutos. El sobrenadante se mantiene a —20°C hasta
realizar la RT-PCR.
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Transcripcién inversay PCR:

Las reacciones de transcripcion inversa y amplificacién se realizaron utilizando
reactivos comerciales (Acces RT-PCR System de Promega). La metodologia

empleada consiste en lo siguiente:

e Se mezclan 2 ul del ARN virico previamente extraido con 46 pl de una
solucion que contiene: 1x de tampdn de reaccién; 2 U de inhibidor de
ribonucleasas (RNAsin®); 1,5 mM de SO4Mg; 0,5 mM de dNTPs; 1umol de
los apropiados (tablas IV y V) y la cantidad suficiente de agua-DEPC.

e Tras desnaturalizar 3 minutos a 96°C, la mezcla se enfria y se afiaden las

enzimas necesarias (5 U de transcriptasa inversa y 5 U de ADN-polimerasa).

e En un termociclador se realiza secuencialmente una primera fase de
transcripcion inversa (45 minutos a 45°C), un ciclo de desnaturalizacién (2
minutos a 94°C), 35 ciclos de amplificacion (1 minuto a 94°C, 2 minutos a

45°C y 2 minutos a 70°C) y un ciclo de extension final (7 minutos a 70°C).

e Los productos de PCR se visualizaron bajo luz ultravioleta, previa
electroforesis en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio. El andlisis de
los mismos se realiz6 por densitometria, con ayuda de un marcador de pesos

moleculares incluido en la electroforesis.

e Interpretacion de resultados: los productos obtenidos en la amplificacion
presentaban el siguiente tamafio: Genotipo 1 (158 pb), Genotipo 2 (244 pb),
Genotipo 3 (466 pb) y Genotipo 4 (403 pb). El genotipo P[8] presenta un
tamafno de 345 pb, el P[6] 267 pb, el P[9] 391, el P[4] 483 pby el P[10]
583 pb.

3.7. DETECCION DE ROTAVIRUS DEL GRUPO C
En las muestras en las que fue negativa la deteccién de otros agentes (Rotavirus del

grupo A, Adenovirus, Astrovirus, Calicivirus y bacterias enteropatégenas) se realizé el

estudio de Rotavirus del grupo C.

Este andlisis se realiz6 en colaboracion con el CDC, utilizando un EIA especifico
segn especificaciones de Jiang et al. ". El método emplea como captura un policlonal

especifico de grupo proveniente de cerdo gnotobidtico hiperinmune frente a la cepa
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Cowden (anti-Cowden 1) y otro anticuerpo policlonal biotinilado como detector (anti-

Cowden 2). El procedimiento se describe a continuacion:

Se aplican 100 ul/pocillo del policlonal anti-Cowden 1 diluido 1:2000 en
tampdén CB en los pocillos de las columnas A-D de la microplaca (Nunc
Maxisorp) y 100 wl/pocillo de suero de cerdo preinmune en los pocillos de las

columnas E — H, que seran utilizadas como controles negativos.

Se incuba una noche a 4°C y secuencialmente se realizan 3 lavados con
PBS-T, se bloquea con 200 pl/pocillo de PBS-B y se incuba 1 hora a
temperatura ambiente. Durante esta incubacion se preparan las muestras a
ensayar diluyéndolas 1:5 en PBS-T, agitandolas y clarificAndolas mediante

centrifugacion a 6.000 r.p.m. durante 5 minutos.

Después de realizar 3 lavados con PBS-T, se aplican 100ul/pocillo de las
muestras a analizar en todos los pocillos, filas A-F, incubando 2 horas a
37°C.

Tras lavar 4 veces con PBS-T, se afiade 100 ul del policlonal anti- Cowden 2

diluido 1:2.000 en TB y se vuelve a incubar a 37°C durante 1 hora.

Tras 5 lavados con PBS-T, se afiade 100 pl/pocillo de HRP-estreptavidina
diluida 1:2000 en PBS-T y se incuba a temperatura ambiente durante 30

minutos.

Después de 6 lavados con PBS-T se afiade 100 pl/pocillo de AEH-TMB y se
incuba a temperatura ambiente durante otros 30 minutos. La reaccion se para
con 100 pl/pocillo de HCI 1 N. La lectura de la absorbancia se realiza a
450 nm.

Interpretacion de los resultados: Se considera positivo cuando la relacion
positivo/negativo es > 1,7 UA o bien cuando la resta positivo — negativo es >
0,07 UA.

Las muestras positivas de remitieron para confirmacion por RT-PCR a los Centers for
disease Control (CDC).
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3.8. DETECCION DE ADENOVIRUS

En todas las muestras estudiadas se llevd a cabo determinacién de Adenovirus por
técnica de EIA. En las muestras positivas se realizé ademas la deteccion de los
principales Adenovirus entéricos, serotipos 40 y 41, mediante una prueba de

inmunocromatografia.

3.8.1. Deteccion de antigeno de Adenovirus en muestras fecales por
EIA

Se utiliz6 un EIA comercial (IDEIA™ Dako Diagnostics) tipo “sandwich”, de fase soélida
en microplaca, que utiliza un anticuerpo monoclonal dirigido al antigeno del hexon
especifico de género presente en todos los serotipos conocidos de Adenovirus

humanos.

El sistema comercial proporciona todos los reactivos necesarios para la realizacion de
la prueba como son los controles positivo y negativo, diluyente de muestras,
anticuerpo conjugado con HPRO, la solucion de lavado y el TMB. EIl tiempo minimo de
realizacion es de 90 minutos y la lectura de los resultados se efectia midiendo las UA
a 450 nm. Segun las instrucciones del fabricante, es capaz de detectar
concentraciones de Adenovirus de hasta 3,0 x 10° particulas virales/ml, y muestra,
frente a la ME, una correlacion, sensibilidad y especificidad del 99,5%; 99,1% y 99,0%.
El procedimiento e interpretaciébn de resultados sigue el mismo esquema que el
descrito en el apartado 1.2.2.3.1. , usando como control positivo Adenovirus tipo 7

inactivado.

3.8.2. Deteccién de antigeno de Adenovirus entéricos (serotipos 40y
41) en muestras fecales por ICG

Se aplicoé una técnica comercial basada en un sistema homogéneo de ICG que utiliza
tiras reactivas como soporte de reaccion (40/41 Adeno — Strip®, Fastia diagnostics).
El método emplea anticuerpos monoclonales marcados con particulas de oro coloidal,
dirigidos contra las proteinas 40 y 41 de Adenovirus humano **’. La muestra diluida al
5%, junto con el combinado de oro, migran por capilaridad a lo largo de la tira hasta la

primera zona reactiva fijada con anticuerpos policlonales anti-Adenovirus. Si éste se
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encuentra en la muestra queda capturado y la inmunoreaccién da lugar a una banda
coloreada. La muestra continia migrando hasta una segunda zona reactiva fijada con
anticuerpos IgG anti-ratbn que constituyen el control interno indicativo del
funcionamiento correcto de la prueba. Segun datos del fabricante, esta técnica
presenta, frente a un EIA con anticuerpos monoclonales, una sensibilidad y

especificidad del 99% y 100% respectivamente.

3.9. DETECCION DE ASTROVIRUS

En todas las muestras fecales estudiadas se practicd la deteccion de antigeno de

Astrovirus por la técnica de EIA comercial (IDEIA™, Dako Diagnostics).

Esta técnica permite la deteccion de antigeno de Astrovirus humanos utilizando una
combinacion de anticuerpos monoclonales y policlonales especificos de género. El
sistema comercial proporciona todos los reactivos necesarios para la realizacion de la
prueba como son los controles positivo y negativo, diluyente de muestras, anticuerpo
policlonal y el conjugado con HPRO, la solucién de lavado y el TMB. El tiempo minimo
de realizacion es de 140 minutos y la lectura de los resultados se efectia midiendo las
UA a 450 nm. Segun el fabricante la sensibilidad, especificidad y correlacién del
ensayo frente a ME es de 100%, 98,9% y 99,1%, respectivamente. Para todos los
ensayos se incluye un control positivo (proteina recombinante de Astrovirus tipo 1) y
al menos dos negativos. El procedimiento técnico consiste basicamente en lo

siguiente:

e A los 96 pocillos de la microplaca recubiertos con el anticuerpo monoclonal
se afiaden las muestras de heces diluidas previamente al 10% en el tampén
de dilucion. En los casos positivos, el antigeno de Astrovirus presente en la

muestra sera capturado en la fase soélida.

¢ Se incuba 60 minutos a 37°C y, tras cuatro lavados con el tampén de lavado,
se aflade el anticuerpo policonal, se incuba 30 minutos a 37°C vy, tras un

lavado, se afiade el anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con HPRO.

e Después de otra incubacion de 30 minutos a 37°C y un tercer lavado, se

afade el sustrato cromdgeno proporcionado en el sistema comercial.
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3.10.

Interpretacion de los resultados: El control negativo debe ser inferior a 0,150
UA vy el positivo superior a 0,500. El valor del punto de corte se calcula
afiadiendo 0,150 UA al valor medio de los controles negativos,

considerandose positivas las muestras con valores superiores al calculado.

DETECCION DE CALICIVIRUS

En las muestras estudiadas en las que no se detectaron Rotavirus, Astrovirus,

Adenovirus ni bacterias enteropatégenas se llevé a cabo la determinacion de

Calicivirus mediante una técnica de RT-PCR.

La extraccion del RNA viral asi como la realizacion de la RT-PCR se llevo a cabo,

siguiendo la técnica descrita previamente (apartado 4.6.5.) utilizando los iniciadores

JV12 y JV13, los cuales generan un amplicon de 326 pb comdn a los genogrupos |y

[l de Calicivirus humanos.

El método consiste en:

Se mezclan 2 ul de ARN con 46 pl de una solucién en agua-DEPC que
contiene: 1 U/ul de inhibidor de ribonucleasas (RNAsin®), 1,5 mM de SO,Mg,

0.5 mM de dNTPs, 1 uM de cada uno de los y 1x de tampdn de reaccion.

Tras desnaturalizar 3 minutos a 96°C, la mezcla se enfria, se afiaden 5 U de
transcriptasa inversa y 5 U de ADN polimerasa, y se incuba todo 10 minutos

a temperatura ambiente.

En un termociclador se realiza secuencialmente una primera fase de
transcripcion inversa (45 minutos a 45°C), un ciclo de desnaturalizaciéon (2
minutos a 94°C), 35 ciclos de amplificacion (1 minuto a 94°C, 1.5 minutos a

45°C y 2 minutos a 70°C) y un ciclo de extensién final (7 minutos a 70°C).

Los productos de PCR se visualizaron bajo luz ultravioleta, previa
electroforesis en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio. El analisis de
los mismos se realiz6 por densitometria, con ayuda de un marcador de pesos

moleculares incluido en la electroforesis.
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3.11. MARCADORES EPIDEMIOLOGICOS

Se han aplicado los indicadores epidemioldgicos segun la metodologia descrita por
Rothman (277). Los datos de incidencia anual de GEA esporadica por 1.000 nifios
menores de 4 afios que precisaron atencién en la Unidad de Urgencias procedentes
del &rea sanitaria se obtuvieron dividiendo el numero de casos atendidos en el
intervalo de tiempo considerado (1996-1997) por la poblaciéon susceptible (15.126

nifios menores de 4 afios, segln datos de la renovacion padronal de Mayo de 1996).

Incidencia anual de GEA esporadica en menores de 4 afios =

n° casos de GEA infantil durante 1996-97
x 1.000

15.126

La estimacion de la incidencia de GEA esporadica asociada a los diferentes virus que
requiere atencién hospitalaria por 1.000 nifilos menores de 4 afios se llevd a cabo
extrapolando los resultados obtenidos en el grupo de pacientes con muestra al total de
la poblacion estudiada, y dividiendo el nimero de casos obtenidos por la poblacién
susceptible. Se consideraron solo los casos en que en el estudio etiolégico se

encontré el agente viral como Unico agente.

Incidencia de GEA esporadica asociada a los diferentes virus =

n° casos de GEA debidos a un virus

X poblacién total estudiada

poblacion con muestra fecal
X1.000

15.126

La incidencia anual de hospitalizacion por GEA esporadica en menores de 4 afios se
obtuvo dividiendo el nimero de casos ingresados por la poblacion susceptible (15.126

nifios menores de 4 afnos).
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Incidencia anual de hospitalizacion por GEA esporadica en menores de 4 afios =

n° casos de GEA ingresados durante 1996-97
x 1.000

15.126

Incidencia anual de hospitalizacién por GEA esporadica asociada a los

diferentes virus en menores de 4 afios =

n° casos de GEA ingresados debidos a un virus
15.126

X1.000

En el segundo afio, la frecuencia de GEA asociada a los distintos agentes virales
como motivo de ingreso en nifios menores de 2 afios se determind dividiendo el
namero de casos detectado de cada agente viral por el numero total de nifios

ingresados.

Frecuencia de GEA esporadica como motivo de ingreso en menores de 2 afios =

n° casos de GEA ingresados durante 1998-99
x 100

n°total de nifios ingresados

Frecuencia de GEA esporadica asociada a los distintos agentes virales como

motivo de ingreso en menores de 2 afios =

n° casos de GEA ingresados debidos a un virus

— x 100
n°total de nifios ingresados

Asi mismo en el segundo afio, se estimé la incidencia de ingreso hospitalario por un
determinado agente por 1.000 nifios menores de 2 afos dividiendo el numero de
casos identificados por la poblacién susceptible (6.892 nifios menores de 2 afios

segun datos citados de la dltima renovacion censal).
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Incidencia anual de ingreso hospitalario por GEA esporadica asociada a los

distintos virus en menores de 2 afios =

n° casos de GEA ingresados debidos a un virus
x 1.000

6.892

La incidencia de eliminacion asintomética de Rotavirus y Astrovirus en el periodo de

tiempo considerado se estim¢d dividiendo el nUmero de casos en que se detectd

excrecion viral, sin sintomas clinicos de GEA, por el numero total de casos

controlados.

Incidencia de eliminacidén asintomatica de Rotavirus y Astrovirus =

n° casos con deteccidn viral positiva

x 100
n° de casos controlados

La incidencia de infeccién nosocomial sintomatica y asintomatica se ha estimado
dividiendo el numero de casos identificados de infeccion nosocomial por el nimero
total de pacientes ingresados por otras patologias en la Unidad de Lactantes durante

el intervalo de tiempo que duré el estudio.

Incidencia de infeccion nosocomial sintomatica/asintomatica en menores de 2
afios =

n° de casos de infeccibn nosocomial sintoméatica/asintomatica

x 100
n° de nifios ingresados sin GEA

La incidencia de infeccion nosocomial por Rotavirus del grupo A y por Astrovirus se ha

obtenido dividiendo la suma del nimero de casos de infeccion sintomatica y el de

infeccidn nosocomial asintomatica asociados a cada agente por el numero de nifios

ingresados sin GEA.

Incidencia de infeccién nosocomial por Rotavirus del grupo A y por Astrovirus

en menores de 2 aflos =

n°casos GEA nosocomial + n° casos infeccion nosocomial asintomatica
x 100

n° de nifios ingresados sin GEA
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3.12. ANALISIS ESTADISTICO

Los valores de las variables cuantitativas se han expresado como media, desviacion
estandar y rango (valores minimo y maximo). En los casos en los que la variable no se

ajustaba a una distribucién normal se ha afadido la mediana.

Los valores de las variables cualitativas se han expresado como frecuencias y

porcentajes.

Las variables cuantitativas han sido comparadas, en el andlisis univariante, mediante
la prueba “t” de Student. Para la comparacion global de mas de dos muestras se ha
empleado el andlisis de la varianza. Las comparaciones mudltiples a posteriori

(tomadas de dos en dos) se han analizado mediante la prueba de Scheffé.

Se utilizaron técnicas de andlisis multivariante para evaluar la contribucion

independiente de cada variable a la gravedad registrada (primer periodo de estudio).

Las variables cualitativas se compararon mediante la prueba de la “chi-cuadrado”,

aplicando la prueba exacta de Fischer cuando era requerido.
Se fijo el nivel de significacion estadistica en una p menor de 0,05.

Los datos y el andlisis estadistico de este estudio han sido realizados utilizando el

programa SPSS version 8.0.
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4.1. GASTROENTERITIS AGUDA ADQUIRIDA EN LA COMUNIDAD

4.1.1. Primer periodo

4.1.1.1. Caracteristicas de la poblacién de estudio

Durante el periodo 1-10-1996 al 30-09-1997, se valoraron en la Unidad de Urgencias
de Pediatria un total de 976 casos de GEA en nifios menores de 4 afios. Se obtuvo
muestra fecal para estudio microbiol6gico en 820 casos (84%), constituyendo estos el
grupo de estudio.

La media de edad fue de 18,4 meses (DE=11,7; rango=0-48). La distribucion por
meses de edad mostré un predominio de los nifios menores de 24 meses, siendo la

mediana de edad de 15,6 meses (Figura 8).
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Figura 8. Distribucion de los casos por meses de edad
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Un 52,8% (431 casos) eran varones y un 47,2% (385 casos) mujeres. La media de
edad de las mujeres fue de 17 meses (DE=11,4; rango=0-48) y la de los varones 19.5
(DE=12,0; rango=0-48), resultando una diferencia media de 2,4 meses (95%IC=0,84-

4,07). Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p= 0.003).

La distribucion de los casos segun la fecha de consulta se muestra en la figura 9. El
mayor numero de ellos tuvo lugar en el mes de abril con 111 de los 820 casos,
seguido de diciembre en el que se produjeron 87 de ellos. Existe una variacion
estacional que, como se observa en la figura, presenta unas frecuencias mayores en

los meses de octubre a diciembre, y de marzo a abril.
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Figura 9. Distribucién de los casos de GEA segun los meses del afio

La puntuaciéon media en la escala de gravedad fue de 8,9 (DE=3,07; rango=1-18). En
239 casos (29.4%) se constaté una gravedad de moderada a grave (puntuacion > 11).
En la tabla VIII se exponen los valores de las variables clinicas utilizadas como

pardmetros en la escala de gravedad.
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Tabla VIII: Parametros clinicos constatados al ingreso en Urgencias (escala de gravedad).

N*  Media DE Rango

Duracion diarrea (dias) 814 2,40 2,11 1-14

N° deposiciones/dia 814 6,03 3,64 1-25
Duracion vomitos (dias) | 814 1,16 1,32 0-13
N° vémitos/dia 814 226 261 0-20

Temperatura maxima 814 37,32 1,17 36-41
Puntuacion gravedad 814 8,90 3,07 1-18

* nimero de casos en los que se determiné la variable

Se valoré la presencia de deshidratacion en 814 casos. De ellos, en 567 (69,7%) no se
objetivaron signos de deshidratacion, en 211 (26,0%) fue leve y en 36 casos se

observé deshidratacion de moderada a grave (4,3%).

Necesitaron ingreso hospitalario 83 pacientes (10,6%), los cuales presentaron una
estancia media hospitalaria de 4,17 dias (DE=2,22; rango=1-14). La media de edad de
los nifios ingresados fue de 16,8 meses (DE=22; rango=1-48) y el sexo fue de 51
varones (61,4%) y 32 mujeres (38,6%). Por tramos de edad (tabla 1X), la mayoria de

los nifios tenian menos de 2 afios (75, 6%).

Tabla IX. Edad en meses de los pacientes que necesitaron hospitalizacién

Grupos de edad en meses

Numero (%)

<6 6-11 12 -23 24 - 35 36 - 47 Total*

16 (19,5) 17 (20,7) 29 (35,4) 12 (14,6) 8 (9,8) 82 (100)

* nimero de casos en los que se determind la variable

4.1.1.2. Resultados del andlisis microbioldgico

Los resultados del estudio microbioldgico realizado se resumen en la figura 10. La
distribucion de los microorganismos se muestra en las tablas X y Xl. De los 820
pacientes, Rotavirus del grupo A se detecté en 234 (28,5%), 205 de ellos como
microorganismo Uunico. Los Adenovirus, por deteccion de antigeno de grupo, se
encontraron en 52 casos (6,3%), confirmandose por técnica de inmunocromatografia

como serotipos entéricos 40-41, 40 casos (4,8% del total), 25 de ellos como
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microorganismo unico. Los Astrovirus, presentes en 44 casos fueron responsables de
23 casos como Unico microorganismo (5,3%). En 252 casos (30,8%) el cultivo fue
positivo para bacterias enteropatdégenas, 238 de ellos como infeccidn monomicrobiana,
Salmonella spp en 87, Campylobacter spp en 154 y Yersinia enterocolitica en 12 de
ellos. Se detecté mas de un agente causal en 39 casos (4,75%) que se exponen en la
tabla XI.

Los estudios microbiolégicos iniciales de cribado (coprocultivo y técnicas para
Rotavirus, Adenovirus y Astrovirus) fueron negativos en 290 casos. De ellos en 201
muestras se investigd, mediante RT-PCR, la presencia de Calicivirus tipo Norwalk
(genogrupo | y Il) que se detect6 en 54 casos (6,6% de los 820 pacientes estudiados y

26,9% de los 201 estudiados para Calicivirus).

Los 147 casos restantes que permanecian sin diagnéstico etiolégico y de los que se
disponia de muestra fecal se ensayaron mediante técnica de EIA para Rotavirus del
grupo C, obteniéndose un total de 23 positivos. De ellos, 22 se confirmaron por
método de RT-PCR y se consideraron verdaderos positivos (2,7% de los 820 casos y
15% de los 147 estudiados para Rotavirus del grupo C). El 26,1% (n=214) del total de

casos fueron negativos para todos los estudios realizados.

Tabla X: Distribucion de los casos segun la etiologia

N Porcentaje
Rotavirus grupo A 205 25,0
Adenovirus 40-41 25 3,0
Astrovirus 23 2,8
Calicivirus 54 6,6
Rotavirus del grupo C 22 2,7
Bacterias enteropatdgenas 238 29,0
Coinfecciones 39 4,8
Sin diagnéstico etiolégico 214 26,1
N° Total de casos 820 100
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Nifios < 4 afios con GEA atendidos en Urgencias

820

casos

A 4

Cribado*

!

!

Estudio Calicivirus:
201 casos

Positivo: 530 Negativo: 290
Bacterias Virus Bacterias + Virus
N =239 N=278 N=13
No muestrafecal:
89 casos
* Cribado: l
e Bacterias l
e Rotavirus A
e Adenovirus :
e Astrovirus Negativo: 147

)

Estudio Rotavir

us C

!

Positivo: 22

!

Negativo: 125

l
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FIGURA 10.- Esquema de los resultados del analisis microbiol6gico (primer periodo)
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Tabla XI: Microorganismos implicados en los casos de coinfeccion

N Porcentaje
Rotavirus grupo A + Adenovirus 40-41 10 25,6
Rotavirus grupo A + Astrovirus 13 33,3
Rotavirus grupo A + Adenovirus40-41+Astrovirus 1 2,6
Rotavirus grupo A + Campylobacter spp. 3 7,7
Rotavirus grupo A + Salmonella spp. 1 2,6
Rotavirus grupo A + Astrovirus + Campylobacter spp. 1 2,6
Adenovirus 40-41 + Astrovirus 1 2,6
Adenovirus 40-41 + Campylobacter spp. 2 51
Adenovirus 40-41 + Salmonella spp. 1 2,6
Astrovirus + Salmonella spp. 5 12,8
Campylobacter spp. + Yersinia 1 2,6
N° Total de casos 39 100

4.1.1.3. Andlisis de los casos segun el grupo etiologico

Edad

Los nifios con GEA producida por virus eran una media de 4,9 meses menores que los
que presentaban GEA bacteriana (IC 95%=de 3,1 a 6,8 meses), siendo esta diferencia

estadisticamente significativa (p<0,0001). (Tabla XII).

Tabla XII: Edad media segun la etiologia viral o bacteriana

Edad en meses N Media de edad (meses) DE
Etiologia bacteriana | 236 21,7 11,7
Etiologia viral 363 16,8 11,1
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Cuando se analizaron los casos por microorganismos y tramos de edad (Tabla XIIl) se

observaron diferencias significativas en la distribucion de los casos (p< 0,0001). Se

observa un predominio de GEA por Rotavirus del grupo A en los nifios menores de 1

afio, esta proporcion se iguala a las de etiologia bacteriana en los nifios de 12 a 24

meses y a partir de entonces predomina esta Ultima.

Tabla XIII: Distribucion de los pacientes por tramos de edad segun los agentes etioldgicos

GRUPOS DE EDAD (en meses)

Numero (%)

<6 6-11 12-23 24-35 36-47 Total*

Rotavirus A 22 (21,8) 63 (33) 85 (28,8) 25 (19,4) 8(8,3) 203
Adenovirus 40-41 7 (6,9) 5 (2,6) 5(1,7) 2 (1,6) 6 (6,3) 25
Astrovirus 4 (4) 4(2,1) 6 (2) 4(3,1) 5(5,2) 23
Calicivirus 7 (6,9) 13 (6,8) 19 (6,4) 5 (3,9) 9 (9,4) 53
Rotavirus C 1(1) 8 (4,2) 7 (2,4) 4 (3,1) 1(1) 21
Bacterias 17 (16,8) 35 (18,3) 94 (31,9) 51 (39,5) 38 (39,6) 235
Coinfecciones 33 14 (7,3) 14 (4,7) 4 (3,1) 4 (4,2) 39
Sin diagnostico 40 (39,6) 49 (25,7) 65 (22) 34 (26,4) 25 (26) 213

101 (100) 191 (100) 295 (100) 129 (100) 96 (100) 812

* nimero de casos en los que se determind la variable
Gravedad clinicay evolucion
La puntuacién media de gravedad de los diferentes grupos etiolégicos se muestra en

la tabla XIV. Rotavirus del grupo A fue como microorganismo unico, el que presento la

mayor puntuacién media de gravedad.

Tabla XIV: Puntuacién media de gravedad de los distintos grupos etioldgicos

Grupo etioldgico N* Media gravedad DE rango
Rotavirus grupo A 205 9,61 3,06 1-16
Adenovirus 40-41 25 8,12 3,66 2-18
Astrovirus 23 8,30 2,22 4-12
Calicivirus 54 9,09 3,04 2-16
Rotavirus grupo C 22 9,09 3,39 3-15
Bacterias 233 8,38 2,95 1-16
Coinfecciones 39 10,72 2,89 3-17
Sin diagnéstico 213 8,55 3,02 1-16

Total 814

* nimero de casos en los que se determind la variable
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En la tabla XV se muestran los diferentes grupos etiolégicos y su distribuciéon segun la
puntuacion de gravedad mayor o menor de 11 en la escala de Ruusca y Vesikari

(siendo 11 el punto de corte de gravedad moderada — grave).

Se observa una diferencia estadisticamente significativa en la distribucion de
etiologias, entre ambos grupos de pacientes (p< 0,001). En el grupo con puntuacion
menor de 11 predomind la etiologia bacteriana (31,7%), mientras que Rotavirus del

grupo A representd el 33,1% de los casos de GEA con puntuacién mayor de 11.

Tabla XV.- Puntuacion de gravedad mayor o menor de 11, segln los grupos etiolégicos

Puntuacion N (%)
N* >11 <11
Rotavirus grupo A 205 79 (33,1) 126 (21,9)
Adenovirus 40-41 25 5(2,1) 20 (3,5)
Astrovirus 23 4(1,7) 19 (3,3)
Calicivirus 54 19 (7,9) 35(6,1)
Rotavirus del grupo C 22 7 (2,9 15 (2,6)
Bacterias enteropatégenas 233 51 (21,3) 182 (31,7)
Coinfecciones 39 20 (8,4) 19 (3,3)
Sin diagnéstico etioldgico 213 54 (22,6) 159 (27,7)
N° Total de casos 814 239 (100) 575 (100)

* nimero de casos en los que se determiné la variable

De igual forma, se obtuvo una diferencia significativa (p<0,0001) al comparar la
puntuacion media de gravedad de los pacientes con infeccién virica frente a los que
padecian una GEA bacteriana, con diferencia media entre ambos grupos de 1,04

puntos (IC de 95% de 0.54 a 1.54) mayor en las infecciones virales. (Tabla XVI).

Tabla XVI.- Gravedad segun la etiologia virica y bacteriana

N Media de gravedad DE rango

Etiologia bacteriana | 234 8,39 295 1-16

Etiologia viral 367 9,44 3,11 1-18

Debido a ello, se compar6 también la gravedad del grupo de etiologia bacteriana con

el de Rotavirus grupo A por ser éste el mas importante tanto en frecuencia como en
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gravedad. Se obtuvo una diferencia media entre ellos de 1,23 puntos (IC 95% = 0,66 a
1,79) mayor el Rotavirus grupo A (p= 0.0001). (Tabla XVII).

Tabla XVII. Gravedad de la etiologia bacteriana frente a Rotavirus grupo A

N Media de gravedad DE rango

Rotavirus grupo A | 205 9,62 3,06 1-16

Etiologia bacteriana | 234 8,39 295 1-16

Necesitaron ingreso hospitalario 83 nifios (tabla XVIII). De ellos, 40 (48,2%)
presentaban infeccion por Rotavirus grupo A y 7 coinfecciébn (5 de estas con
participaciéon de Rotavirus del grupo A). Por tanto, un total de 45 (54,2%) de los
pacientes que ingresaron padecian una infeccién por Rotavirus del grupo A. Entre los

tratados de forma ambulatoria las bacterias constituyeron la causa mas frecuente
siendo el 31,6% (221 de los 700 casos).

Tabla XVIII.- Distribucién de los casos segun el ingreso hospitalario

Ingreso No ingreso Total
N % N %

Rotavirus grupo A 40 48,2 165 23,6 205
Astrovirus - - 23 3,3 23
Adenovirus 40-41 6 7.2 19 2,7 25
Calicivirus 8 96 46 6,6 54
Bacterias 7 84 221 31,6 228
Rotavirus grupo C - - 21 3 21
Coinfeccion 7 84 29 41 36
Sin diagnéstico etiolégico 15 18,07 176 25,1 191
Total 83 100 700 100 783

4.1.1.4. Andlisis de los casos segun el virus responsable

Edad mediay sexo

La comparacion de las medias de edad de los pacientes segun el agente virico
responsable, mediante el analisis de la varianza, no mostr6 diferencias
estadisticamente significativas (p=0,09), (tabla XIX).
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Tabla XIX.- Edad en meses segun el agente etiologico

N Media D.E. Rango
Rotavirus grupo A 203 1543 9,25 1-45
Adenovirus 40-41 25 19,23 16,43 2-48
Astrovirus 23 20,61 13,70 3-42
Calicivirus 53 19,11 13,30 0-48
Rotavirus grupo C 21 17,49 10,25 6 - 48
Coinfecciones 38 16,53 10,71 2-42
Total* 363 16,79 11,10 0-48

* nimero de casos en los que se determind la variable

Sin embargo, cuando se compara la media de edad del grupo de nifios con GEA por
Rotavirus grupo A, ya sea como agente Unico o en coinfeccion (232 casos), frente al
grupo de GEA producidas por otros virus (131 casos) se encuentra una diferencia
estadisticamente significativa (p=0,001), siendo los nifios con Rotavirus del grupo A
una media de 4,5 meses menores que el resto (IC 95% = 1,9 a 7,2). En la distribucion

por sexos no se encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos.

En la tabla XX se expone el porcentaje de cada uno de los virus responsables segun el
grupo de edad, observandose que todos ellos son mas frecuentes en los nifios
menores de 24 meses, con maxima prevalencia entre los 6 y 24 meses de edad. El
Adenovirus presentd su maxima frecuencia en los nifios menores de 6 meses mientras

que el Astrovirus lo fue a la edad de 12 a 24.

El Rotavirus del grupo C presentdé también su méaxima frecuencia entre los 6 y 24
meses de edad, observandose tan solo un 4,8% de ellos en pacientes mayores de los
3 afos.

67



RESULTADOS

Tabla XX. Porcentaje de los diferentes virus, segun los grupos de edad.

GRUPOS DE EDAD (en meses)

NUmero(%)
<6 6-11 12-23 24-35 36-47 Total*
Rotavirus A 22 (10,8) 63 (31) 85 (41,9) 25 (12,3) 8 (3,9) 203 (100)
Adenovirus 40- 7 (28) 5 (20) 5 (20) 2(8) 6 (24) 25 (100)
41
4 (17,4) 4 (17,4) 6 (26,1) 4 (17,4) 5(21,7) 23 (100)
Astrovirus
7 (13,2) 13 (24,5) 19 (35,8) 5(9,4) 9(17) 53 (100)
Calicivirus
1(4,8) 8 (38,1) 7 (33,3) 4 (19) 1(4,8) 21 (100)
Rotavirus C
3(7,9 14 (36,8) 13 (34,2) 4 (10,5) 4 (10,5) 38 (100)
Coinfecciones
44 107 135 44 33 363

* nimero de casos en los que se determind la variable

Distribucién de los casos segln la fecha de consulta

La distribucion por meses del afio de los virus productores de GEA se expresa en la

Tabla XXI y la distribucion por estaciones climaticas en la Figura 11.

El andlisis comparativo evidencio una diferencia significativa (p<0,05) en la distribucion

de los casos segun el agente, tanto por meses del afio como por estaciones

climaticas, con un mayor porcentaje de casos de GEA por Rotavirus del grupo A en los

meses de diciembre y abril, de Adenovirus 40-41 en diciembre, de Astrovirus en

octubre y noviembre y de Calicivirus en abril y octubre.
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Tabla XXI.- Distribucién de los casos de GEA viral por meses del afio. Nimero (%)

Rotavirus A Adenovirus Astrovirus Calicivirus Rotavirus C
Octubre 1(0,5) 4 (16,0) 5 (21,7) 11 (20,4) 4 (19)
Noviembre 10 (4,9) - 5(21,7) 1(1,9) 3(14,3)
Diciembre 28 (13,7) 8 (32,0 3(13,0) 1(1,9) 1(4,8)
Enero 17 (8,3) 4 (7,4) -
Febrero 24 (11,8) 3 (12,0 2(8,7) 1(1,9) -
Marzo 35 (17,2) - 9 (16,7) 1(4.8)
Abril 50 (24,5) - 4(17,4) 11 (20,4) 3(14,3)
Mayo 23 (11,3) 1(4,0) 2(8,7) 2(3,7) -
Junio 5 (2,5) 2 (8,0) 1(4,3) 1(1,9) 2 (9,5)
Julio 4 (2,0) 1(4,0) 1(4,3) 4 (7,4) 3(14,3)
Agosto 1(0,5) 2(8,0) 5(9,3) 1(4,8)
Septiembre 6 (2,9) 4 (16,0) 4(7,4) 3(14,3)
total 204 (100) 25 (100) 23 (100) 54 (100) 21 (100)

Por estaciones del afio (figura 11), la mayoria de las infecciones por Rotavirus grupo A

se presentaron en primavera (n=92; 45%) y en invierno (n=71; 34,8%). Los Calicivirus

también presentaron una variacion estacional con el mayor nimero de casos en

primavera (n=19; 35,2%) seguido de otofio (n=14; 25,9%). Mas de la mitad de los

casos de GEA por Astrovirus (n= 12; 52,2%) tuvieron lugar en otofio y otro tercio de

ellos en primavera (N=7; 30,4%) mientras que el nimero de episodios producidos por

los Adenovirus se mantuvo uniforme durante el verano (36%), otofio (28%) e invierno

(32%) con una disminuciéon importante en primavera (4%). Los Rotavirus del grupo C

no presentaron variacién estacional.
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Figura 11. Distribucion de los casos por estacion del afio
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Gravedad clinica

En la Tabla XXIl se exponen las medias de puntuacion de gravedad segun el virus
responsable. La comparacién global de las medias de gravedad mostré una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05), siendo el grupo de las coinfecciones el que

presento la puntuacion media mayor.

Tabla XXII. Puntuacion de gravedad segun el virus responsable

N Media DE rango

Rotavirus grupo A 205 9,61 3,06 1-16
Adenovirus 40-41 25 8,12 3,65 2-18

Astrovirus 23 8,30 2,22 4-12
Calicivirus 54 9,09 3,03 2-16
Rotavirus grupo C 22 9,09 3,39 3-15
Coinfecciones 38 10,68 2,92 3-17
Total 358 9,44 3,11 1-18

Se procedié entonces a comparar la media de gravedad de los pacientes con
coinfeccion viral frente a los que padecian una infeccion por un solo virus (Tabla
XXII1), encontrdndose una diferencia media de 1,4 puntos (IC= 95% de 0,35 a 2,43),

con significacion estadistica (p=0,009).

Tabla XXIIl.- Puntuacion de gravedad de los casos de GEA viral con y sin coinfeccion

N Media de gravedad DE
Coinfeccion 38 10,68 2,92
No coinfeccién 329 9,29 3,10

Debido a que Rotavirus del grupo A esta presente en 29 de las 38 coinfecciones
virales (76,3%), se compard, por una parte, la media de gravedad del grupo de
pacientes con infeccién por Rotavirus grupo A frente a la obtenida en los casos de
infeccidon por los restantes virus. Se obtuvo una diferencia media de 0,87 puntos (IC
95% de 0,18 a 1,56), con significacion estadistica (p=0,014). (Tabla XXIV).
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Tabla XXIV. Puntuacién de gravedad de la infeccion por Rotavirus A frente a los otros virus

N Media de gravedad DE
Infeccion Rotavirus A 205 9,62 3,06
Infeccion otros virus 124 8,75 3,10

Por otra parte se compararon las puntuaciones medias de gravedad de las
coinfecciones en las que participa Rotavirus grupo A frente a las que este virus no esta

presente, resultando ser no significativo (p=0,39)

Tabla XXV. Puntuacién media de gravedad de las coinfecciones por Rotavirus y por el resto

N Media de gravedad DE
Coinfeccion con Rotavirus A 28 10,39 2,93
Coinfeccién con otros virus 10 11,40 2,83

Se compararon también las medias de gravedad de Rotavirus del grupo A (infeccién
monomicrobiana) frente a las coinfecciones que incluyen Rotavirus A, resultando ser

no significativo estadisticamente (p > 0,05).

Tabla XXVI.- Puntuacion media de gravedad de Rotavirus grupo A como microorganismo Unico

y en coinfeccion.

N Media de gravedad DE
Rotavirus A (coinfeccion) 28 10,39 2,93
Rotavirus A (no coinfeccion) 205 9,63 3,06

En el andlisis de un modelo multivariable de regresion lineal, las Gnicas variables que
mostraron relacién independiente con la gravedad cuantificada segun la escala de
Ruusca y Vesikari, fueron la presencia de Rotavirus grupo A, la edad y la existencia de
coinfeccion. Los efectos medios estimados, por la recta de regresion obtenida, para

cada una de estas variables sobre la media de gravedad son los siguientes:
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Edad: 0,04/mes de edad (IC 95%= 0,02-0,06); Presencia de Rotavirus del grupo A:
1,14 (IC 95%= 0,67-1,62); Presencia de coinfeccion 1,44 (IC 95%= 0,45-2,43).

Sin embargo, estos resultados deben interpretarse con extrema precaucion ya que la
recta de regresion obtenida explica tan solo un 5,3% de la variabilidad mostrada por
los datos (coeficiente de determinacién R? ajustado = 0,053). En resumen, con los
datos obtenidos no se puede concluir, si la presencia o no de coinfeccion tienen valor
pronéstico independiente o si la gravedad se debe a que en este grupo hay un mayor

porcentaje de Rotavirus grupo A.

Necesidad o no de ingreso hospitalario

La mayor proporcién de casos de GEA viral que requirieron ingreso hospitalario se
debieron a Rotavirus del grupo A, 40 de 61 casos (65,6%). Entre los pacientes con
infeccién por Adenovirus 40-41, un 24% precis6 ingreso hospitalario, un 19,5% de los
que la tenian por Rotavirus del grupo A, un 14,8% en el caso de Calicivirus y un 20%
en los casos de coinfeccion. No fue necesario el ingreso en ningun caso de GEA

producida por Astrovirus o Rotavirus del grupo C. (Tabla XXVII).

Tabla XXVII.- Evolucion de los pacientes segun el agente etioldgico.

No Ingreso Ingreso Total
N Porcentaje N Porcentaje N %
Rotavirus grupo A 165 80,5 40 19,5 205 100
Adenovirus 40-41 19 76,0 6 24,0 25 100
Astrovirus 23 100 - - 23 100
Calicivirus 46 85,2 8 14,8 54 100
Rotavirus grupo C 22 100 - - 22 100
Coinfeccion 29 80,6 7 19,4 36 100
Total 295 83,1 61 16,8 356 100

Los dias de estancia media hospitalaria fueron superiores en los pacientes con GEA
por Adenovirus 40-41 (media de 5,8; DE=2,8; rango=1-10 dias), seguido de los casos
de coinfeccion (media de 4,8; DE=1,9; rango=3-8 dias), Rotavirus del grupo A (media
de 4,2; DE=2; rango=1-14 dias) y Calicivirus (media de 3,1; DE=1,4; rango=1-5 dias)
aunque sin evidenciarse diferencias estadisticamente significativa (p>0,05) entre los

grupos.
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4.1.2. Segundo periodo

Durante el segundo periodo de estudio (1-junio-1998 a 31-5-1999) ingresaron en la
Unidad de Lactantes 135 nifios con diagnostico de GEA adquirida en la comunidad
(16,8% del total de ingresos en el mismo periodo), constituyendo este diagnostico el
segundo motivo de ingreso entre los pacientes ingresados durante el mismo periodo.
La media de edad fue de 10,9 meses (DE=5,81, rango=1-24), correspondiendo un
55% a varones y un 45% a mujeres. La distribucién de los casos segun el mes de
ingreso hospitalario se muestra en la figura 12, donde se observa una maxima
frecuencia de los casos entre los meses de noviembre y febrero. La estancia media
hospitalaria fue de 4,7 dias (DE=1,61; rango= 1-37).

En la figura 13 se exponen los resultados globales del andlisis microbioldgico realizado

a los nifios con GEA que ingresaron durante el segundo periodo de estudio.

NUmero de casos

mes

Figura 12.- Distribucién de los 135 casos ingresados por GEA segln los meses del
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Nifios < 2 afios ingresados en Unidad de Lactantes

v

N=801

v

516 estudiados

!

Ingresos otras patologias:

381*

v

Ingresos por GEA:
135

*ver figura 14

** Cribado:

e Bacterias

e RotavirusA
e Adenovirus
e Astrovirus

l

Cribado** negativo:
24 casos

Calicivirus:
6 casos

l

Cribado* positivo:
111 casos

Virus : 98 casos

Bacterias: 10 casos

Bacterias + virus: 3casos

Figura 13. Resultados del analisis microbiolégico realizado en los nifios ingresados por GEA

adquirida en la comunidad.
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En la tabla XXVIII se exponen los microorganismos responsables de los 135 casos de
GEA ingresados por este motivo. Rotavirus del grupo A fue el agente causal mas
frecuente, encontradndose en 97 de los 135 casos (71,9%). Las bacterias constituyeron
el segundo grupo en frecuencia apareciendo en 13 casos (9,6%), seguido de
Calicivirus tipo Norwalk, 6 (4,4%), 4 Astrovirus (3%) y Adenovirus 2 (1,5%). Se detecto
mas de un agente 6 casos (4,4%) y en 18 (13,3%) todo el estudio etiolégico realizado

fue negativo.

Tabla XXVIII.- Etiologia de la gastroenteritis aguda de los nifios ingresados

N Porcentaje

Rotavirus del grupo A 92 68.15
Adenovirus 40-41 1 0.74
Astrovirus 2 1.48
Calicivirus tipo Norwalk 6 4.44
Campylobacter spp. 6 4,44
Salmonella spp. 4 2,96
Rotavirus del grupo A + Campylobacter sp 1 0,74
Rotavirus del grupo A + Salmonella sp 1 0,74
Rotavirus grupo A+Adenovirus 40-41 1 0,74
Rotavirus grupo A+Astrovirus 2 1,48
Astrovirus + Salmonella sp 1 0,74
Sin diagnostico 18 13,33
N° Total de casos 135 100

4.2. GASTROENTERITIS AGUDA ADQUIRIDA EN EL HOSPITAL

Entre el 1 de junio de 1998 y el 31 de mayo de 1999 ingresaron en la Unidad de
Lactantes 801 nifios menores de 2 afos. Durante este tiempo se estudiaron los

siguientes grupos de nifios:

- Nifios con GEA, adquirida en la comunidad, como motivo de ingreso: 135 casos

(ver punto 3.1.2.)

- Nifos que ingresaron por otras patologias: 666 casos. De ellos:

- En 60 casos se presentd un cuadro de GEA nosocomial
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- Los 606 restantes no presentaron sintomas de GEA durante todo el
tiempo de estudio. En 329 de estos pacientes se estudio la eliminacién

fecal asintomética de Rotavirus del grupo A y Astrovirus.

Se realizd seguimiento telefénico en 226 casos de los 329 pacientes del dltimo grupo

(68,69%), con el fin de detectar la GEA tras 72 horas del alta hospitalaria.

4.2.1. Caracteristicas generales de la poblacion estudiada

4.2.1.1. NINOS QUE INGRESAN POR OTRAS PATOLOGIAS, SIN GEA

En este grupo se estudiaron 329 de los 666 niflos que ingresaron por patologias
diferentes a GEA. La media de edad fue de 7,56 meses (DE=8,24; rango= 1-24) y la

distribucion por sexos fue de 55% varones y 45% mujeres.

El motivo de ingreso mas frecuente fue la patologia respiratoria, 184 casos (56% de
los 329 pacientes estudiados) seguida de infeccién urinaria en 49 casos (15%),
sindrome febril en 30 casos (9%), otras infecciones diferentes a GEA en 19 casos
(6%) y otros en 47 casos (14% del total).

El mayor nimero de casos se observd en los meses de invierno, con el maximo

nimero de casos en el mes de diciembre, 47 de los 329 casos estudiados.

La estancia media hospitalaria fue de 6,71 dias (DE= 4,65; rango=1-37).

4.2.1.2. NINOS CON GASTROENTERITIS AGUDA NOSOCOMIAL

En total, 60 pacientes padecieron una GEA nosocomial sintomatica, presentandose 31
de ellos (52%) durante el ingreso hospitalario y 29 (48%) tras el alta. De estos ultimos,
21 casos se detectaron gracias al seguimiento telefénico y los 8 restantes (13%) por
reingreso con GEA en el plazo de 72 horas tras el alta. La media de edad fue de 7,75
meses (DE= 5,15; rango= 1-23) correspondiendo un 62% a varones y un 38% a

mujeres.

No existieron diferencias estadisticamente significativas en la media de edad, el sexo

ni en la distribucion de los casos por meses con respecto al grupo de nifios que no

77



RESULTADOS

presentaron GEA. El mayor nimero de casos se presento en diciembre, 17 de los 60
casos (28,33%).

Los motivos de ingreso tampoco presentaron diferencias significativas con el grupo de
niflos sin GEA, siendo el principal la patologia respiratoria que ocurrié en 32 casos,
seguido de infeccion urinaria en 9 casos, sindrome febril en 6 casos, otras infecciones

en 2 casos Yy otras patologias en 11 casos.

Los dias de estancia media hospitalaria fueron de 8,55 dias (DE= 5,81; rango =1-30)
en el grupo de nifios con GEA nosocomial, siendo estadisticamente significativo
(p<0,01) respecto del grupo de nifios que no padecieron GEA y cuya media de
estancia fue de 6,71 dias (DE=4,65; rango=1-37).

4.2.2. Resultados del andlisis microbioldgico

En la figura 14 se exponen los resultados globales obtenidos tras el estudio

microbioldgico realizado.

4.2.2.1. NINOS QUE INGRESAN POR OTRAS PATOLOGIAS, SIN GEA

En 27 de los 329 casos estudiados (8,20%) se detectd eliminacién viral asintomatica,
13 de ellos (3,95%) en el momento del ingreso y 14 (4,25 %) tras 72 horas del ingreso.
El Rotavirus del grupo A fue el responsable de 23 de los casos (6,99%) que se
identificaron al ingreso en 10 ocasiones y en 13 pasadas 72 horas. Se identificd
Astrovirus en 4 casos (1,21% de los 329 estudiados), 3 de ellos al ingreso y 1 caso

tras 72 horas de éste.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la media de edad,
dias de estancia hospitalaria ni en la distribucién de los casos por el mes de ingreso
entre el grupo de nifios con eliminacion viral asintomatica de los que no la presentaban
(tabla XXIX). EI mayor nimero de casos se presentd en el mes de diciembre en el

grupo sin eliminacién viral (13,20%) y en enero (29,6%) en los que eliminaban virus.

Tampoco se encontraron diferencias en los motivos de ingreso de ambos grupos,

constituyendo la patologia respiratoria el motivo de mas del 50% de los casos.
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Nifios < 2 afios ingresados en Unidad de Lactantes
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Figura 14.- Resultados del andlisis microbiolégico en los nifios ingresados por

patologias diferentes a GEA
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Tabla XXIX. Edad y estancia media de los nifios con y sin eliminacion viral

Sin eliminacion viral Con eliminacion viral
Media de edad (meses) 7,87 (DE=8,46) 4,11 (DE=3,69)
Estancia media (dias) 8,55 (DE=5,12) 6,54 (DE= 4,57)

4.2.2.2. NINOS CON GASTROENTERITIS AGUDA NOSOCOMIAL

Se realiz6 estudio microbiolégico en 52 de los 60 casos con GEA nosocomial. Se
detecté Rotavirus del grupo A en 34 de ellos (65,38%), Calicivirus tipo Norwalk
(genogrupos 1 y 1) en 6 (11,53%) y Astrovirus en 2 casos (3,84%). En 10 casos

(19,2%) todo el estudio realizado fue negativo.

4.3. MARCADORES EPIDEMIOLOGICOS

4.3.1. Gastroenteritis aguda adquirida en la comunidad

En las tablas XXX y XXXI se exponen los marcadores epidemioldgicos de la GEA
adquirida en la comunidad en el primero (nifios menores de 4 afios) y segundo periodo

de estudio (nifios menores de 2 afios), respectivamente.
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Tabla XXX. Marcadores epidemiol6gicos en el primer periodo de estudio

Caso0s/1000 nifios < 4 afios/afio

Incidencia de GEA adquirida en la comunidad que requieren 64,5
atencién hospitalaria

Incidencia de GEA viral adquirida en la comunidad 28,9
- Rotavirus grupo A 18,4
- Astrovirus 3,5
- Adenovirus 40-41 3,1
- Calicivirus (tipo Norwalk) 4,2
- Rotavirus grupo C 1,7
Incidencia de ingreso por GEA adquirida en la comunidad 5,5
Incidencia de hospitalizacion por GEA asociada a virus 4,0
- Rotavirus grupo A 3,0
- Adenovirus 40-41 0,5
- Calicivirus (tipo Norwalk) 0,5

Tabla XXXI. Marcadores epidemioldgicos en el segundo periodo de estudio

Casos/ 100 nifios < 2 afios
ingresados /afio

Frecuencia de GEA adquirida en la comunidad, como motivo de

ingreso
Frecuencia de GEA viral como motivo de ingreso

- Rotavirus grupo A
- Astrovirus
- Adenovirus 40-41

- Calicivirus (tipo Norwalk)

16,8
13,3
12,1
0,2
0,1

0,7

Caso0s/1000 nifios < 2 afios/afio

Incidencia de hospitalizacion por GEA

Incidencia de hospitalizacion por GEA asociada a virus
- Rotavirus grupo A

- Astrovirus

- Adenovirus 40-41

- Calicivirus (tipo Norwalk)

19,5
15,5
14,0
0,3
0,1

0,9
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4.3.2. Gastroenteritis aguda adquirida en el hospital

En la tabla XXXIl se exponen los datos de incidencia de la gastroenteritis aguda

adquirida en el hospital asi como de la eliminacién fecal asintomatica.

Tabla XXXII. Incidencia de infeccién adquirida en el hospital y eliminacion asintomatica

Caso0s/100 nifios < 2 afios
ingresados sin GEA/afio

Incidencia de eliminacion fecal asintomatica 8,2
Incidencia de eliminacién asintomatica de Rotavirus grupo A 6,9
Incidencia de eliminacién asintomatica de Astrovirus 1,2
Incidencia de GEA nosocomial 9

- Rotavirus grupo A 51
- Astrovirus 0,3
- Calicivirus (tipo Norwalk) 0,9

4.4. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE ROTAVIRUS DEL GRUPO A

4.4.1. Distribucién de los serotipos/genotipos de Rotavirus grupo A

en el primer periodo de estudio (1996 — 1997)

Se determinaron los serotipos G1, G2, G3 y G4 de Rotavirus grupo A en 231 de los
234 casos positivos para Rotavirus del grupo A, mediante la técnica de EIA, logrando
el serotipado de 208 de ellos. En los 23 casos no serotipables se realizé genotipado

mediante la aplicacién de RT — PCR. Los resultados se exponen en la tabla XXXIII.

La Figura 16 muestra un ejemplo de los productos amplificados por RT-PCR de los

distintos genotipos encontrados.
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Tabla XXXIII: Distribucién de los serotipos y genotipos G.

SEROTIPADO GENOTIPADO TOTAL
(EIA) (RT - PCR) (%)
G1 158 8 166 (71,8)
G2 - - -

G3 1 - 1(0,4)
G4 47 15 62 (26,8)

Gl + G4 2 - 2(0,8)
TOTAL (%) 208 (90,04) 23 (9,96) 231 (100)

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la comparacion de las

medias de gravedad de los serotipos/genotipos G1 y G4 que resultaron ser de 9,58
(DE= 3,1; rango: 1-16) y de 9,9 (DE= 2,7; rango: 3-16) respectivamente (p>0,05).

En cuanto a la distribucion de los serotipos G mas prevalentes (G1 y G4) a lo largo del

afio de estudio no se encontro diferencias entre ellos que presentaron una distribucion

superponible, con 2 picos de maxima incidencia en los meses de abril y de diciembre,

coincidiendo ambos con los picos de infeccion por Rotavirus grupo A (Fig. 15). Cuando

se analizaron los serotipos causantes de infeccidn por Rotavirus grupo A como agente

anico y en coinfeccién, se encontr6 que la proporcion del serotipo G1 en las

coinfecciones (91,7%) fue mayor de lo esperado con respecto al grupo total de

Rotavirus grupo A (G1=72,6%) y al
obteniéndose significacion estadistica (p= 0.027). (Tabla XXXIV).

que no presentd coinfeccion (70,3%),
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40

mes fecha admision

SEROTIPOS

Figura 15. Distribucion de los serotipos G1 y G4 por meses del afio

Tabla XXXIV.- Distribucion de los serotipos G1 y G4 segun la existencia de coinfeccion.

Gl G4 total

COINFECCION 22 (91,7%) 2 (8,3%) 24
NO COINFECCION 142 (70,3%) 60 (29,7%) 202
TOTAL ROTAVIRUS 164 (72,6) 62 (26,8) 226
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

466 pb
403 pb —

158 pb

Figura 16: Genotipos G (VP7) de Rotavirus detectados por RT-PCR. 1: genotipo G1; 2:
genotipo G3; 3: control negativo (heces Rotavirus negativo); 4: marcador de pesos
moleculares; 5-6: genotipo G1; 7-8: genotipo G4; 9: genotipo G3; 10: infeccién mixta G1 +
G4.
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Para el estudio de los genotipos P (VP4) se seleccionaron 25 muestras, 15 que
correspondian al serotipo/ genotipo 1, 7 al G4, 1 al G3 y 2 al G1+G4. En todas se
obtuvo un producto de amplificacion de 345 pb, correspondiente al genotipo P[8]

(Figura 17).

1 2 3 4 5 6 7 8 910

Figura 17: Genotipos P (VP4) de Rotavirus del grupo A analizados por RT-PCR. 1-2:
amplificacion del gen 4 de Rotavirus (que codifica la proteina VP4) y de la region variable
intragen correspondiente al genotipo P[8] respectivamente. 3: control negativo(heces Rotavirus
negativo). 4: marcador de pesos moleculares. 5-10: genotipos P[8] encontrados en todos los

casos analizados.
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4.4.2. Distribucion de los serotipos G de Rotavirus grupo A en el

segundo periodo de estudio (1998 — 1999)

Durante este periodo se llevo a cabo el serotipado G de 82 casos de los que

ingresaron por GEA por Rotavirus del grupo A y 32 mas del grupo que padeci6é GEA

nosocomial. El serotipado se llevo a cabo en todos los casos por técnica de EIA (Tabla

XXXIV).

Tabla XXXV.- Distribucién de los serotipos G de los casos de GEA hospitalaria.

Ingresados por GEA

GEA Nosocomial

TOTAL (%)

G1 7 4 11 (9.6)
G2 - 1 1(0,9)
G3 - - -
G4 36 13 49 (43)
Gl+G4 - 1 1(0,9)
No serotipable 39 13 52 (45,6)
TOTAL 82 32 114 (100)
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La gastroenteritis aguda (GEA) es una de las enfermedades mas comunes en el
hombre y la principal causa de muerte en nifios menores de 5 afios en los paises en
vias de desarrollo. En los paises industrializados esta enfermedad produce una
elevada morbilidad y es responsable de un alto porcentaje de ingresos hospitalarios,
lo que conlleva un gran coste social y sanitario. Esta enfermedad es ademas una

causa frecuente de infecciéon nosocomial en las Unidades Pediatricas.

Los virus juegan un papel importante en la etiologia de la gastroenteritis aguda,
especialmente en la infancia. Los Rotavirus del grupo A constituyen la causa mas
frecuente de GEA en nifios menores de 4 afios. Este virus es ademas un patégeno
nosocomial frecuente, lo que se ve favorecido por la existencia de eliminacién viral
asintomatica. Los serotipos G1, G2, G3 y G4 son los que con mayor frecuencia se han

detectado en todo el mundo y particularmente en Europa.

Actualmente se considera a los Astrovirus como la segunda causa de gastroenteritis
viral. En los estudios iniciales se atribuia a este virus una escasa importancia debido
a la dificultad de deteccion mediante técnicas de microscopia electronica (ME). Hoy
dia existen técnicas de enzimoinmunoanalisis y de deteccion de &cidos nucleicos que

han permitido aclarar su verdadera frecuencia en los estudios epidemioldgicos.

Debido a la morfologia caracteristica de Adenovirus entéricos que facilita su
visualizacién con ME, estos virus se han considerado clasicamente como una causa
importante de GEA vy junto con el Rotavirus del grupo A se detectan de rutina en
muchos laboratorios de Microbiologia clinica gracias a la existencia de test

comerciales sencillos de realizar.

El hecho de que todavia permanezca un nimero considerable de casos de GEA en los
que no se llega al diagnéstico etiol6gico potencia la blsqueda continua de nuevos
agentes virales responsables. Es asi como se ha encontrado que los Calicivirus
humanos y los Rotavirus del grupo C juegan un papel mas relevante de lo que en
principio se pensaba, aunque todavia son escasos los estudios debido, en parte, a que
las técnicas de deteccion no estan suficientemente estandarizadas. Otros virus
emergentes en la etiologia de la gastroenteritis son los Torovirus, Coronavirus y
Picobirnavirus para los que se necesitan mas estudios epidemiolégicos que

determinen su verdadera frecuencia y significado clinico.
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En nuestro medio, los estudios sobre los diversos agentes virales de la gastroenteritis
aguda son limitados. Los datos que existen al respecto inciden sobre todo en los
Rotavirus del grupo A y Adenovirus. En cambio, los trabajos sobre Astrovirus,

Calicivirus humanos y Rotavirus del grupo C son muy escasos 0 inexistentes.

Por ello, en nuestro trabajo hemos abordado de forma prospectiva el estudio no solo
de la incidencia de infeccién por Rotavirus del grupo A y Adenovirus entéricos, sino
que ademas se analiza el papel de Astrovirus, Calicivirus humanos y Rotavirus del
grupo C. Hay que destacar que los datos sobre Calicivirus y Rotavirus del grupo C, en

la GEA esporadica, son los primeros que se obtienen en nifios espafioles.

5.1. GASTROENTERITIS AGUDA ADQUIRIDA EN LA COMUNIDAD

5.1.1. Primer periodo

5.1.1.1. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio

Durante el primer periodo de estudio se valoraron 820 (84%) de los 976 nifios
diagnosticados de GEA en Urgencias, en los que se pudo obtener una muestra fecal
para el estudio microbiolégico. Este alto porcentaje de muestras obtenidas permite

estimar cifras fiables de incidencia y frecuencia.

La edad media fue de 18,4 meses con un predominio de los pacientes entre los 6 y 24
meses de edad, constituyendo mas de la mitad de los casos (58,8%) y coincidiendo
con la mayoria de las series publicadas (132, 281,336). Se observé un ligero
predominio de los varones sobre las mujeres que también confirman otros autores
(15,151,281,322,336). Se encontré una diferencia significativa entre la edad media de
las mujeres y los varones, siendo éstos 2,4 meses de edad mayor que las mujeres.

Este dato no se ha encontrado reflejado en la literatura consultada.

La distribucion por meses del afio presentd una variacion estacional con frecuencias
superiores en los meses de octubre a diciembre y de marzo y abril, correspondiendo la
mayor incidencia a este ultimo mes. En paises no tropicales se observa en la mayoria
de los trabajos una frecuencia superior de la GEA infantil en los meses frios del afio,

siendo considerablemente inferior el nUmero de casos en los meses de verano, lo que

90



DISCUSION

coincide con la variacion propia de Rotavirus del grupo A (15, 132,158,169). También
se ha publicado un predominio estacional en invierno y primavera (17,238) incluyendo

estudios esparioles (314).

Se utilizé6 como medida de gravedad la escala de Ruuska y Vesikari (278,279) con la
gque se constatd que algo mas de dos tercios de los casos presentaron una GEA leve
mientras que en el 29% de ellos fue de moderada a grave (puntuacion en la escala
mayor o igual a 11). En total, 83 de los 820 pacientes estudiados necesitaron ingreso
hospitalario (10,1%). Otros autores, utilizando la misma escala, encuentran un 18% de

los nifios con puntuacién igual o por encima de 11 (278).

5.1.1.2. Microbiologia de la gastroenteritis aguda

En nuestro trabajo los virus fueron la causa del 42% de los casos (N=345) mientras
que las bacterias constituyeron el 29%, lo que confirma que también en nuestro medio,
los virus son la causa mas importante de GEA en los nifios menores de 4 afios, como

se describe en otros paises desarrollados (78,88,132,135,165).

El Rotavirus del grupo A, presente en 234 casos (28,5%), en 205 de ellos como
microorganismo unico (25%), fue el primer microorganismo causal de GEA adquirida
en la comunidad, coincidiendo nuestros datos con la inmensa mayoria de las series de
todo el mundo (115,123,169). En nuestro pais las cifras de incidencia oscilan entre el 9
y el 46% (44,146,183,209,236,258,267,270,273,274,297,314,323) y en otros paises
europeos se han publicado cifras que van desde el 3 hasta mas del 60%, tanto en
nifios hospitalizados (46,161,176,218,307) como en los tratados de forma ambulatoria
(34,46,161, 176,278).

El Adenovirus 40-41 se encontr6 en un total de 40 casos (4,87%) y como
microorganismo unico en 25 (3%) de ellos. Este hallazgo coincide con los datos de
nuestro pais cuando se analizan los serotipos entéricos (250, 270), entre el 1 y el 5%,
asi como con otros paises desarrollados (34,46,76,178,242,296,341) que presentan

frecuencias desde el 1 al 8%.

En nuestra serie se encontrd Astrovirus en un total de 44 casos (5,37%), apareciendo
como microorganismo Unico solo en 23 casos (2,8%). Llama la atencion el bajo
porcentaje encontrado en nuestro trabajo. En las publicaciones de nuestro pais se

encuentran, utilizando la misma técnica, frecuencias del 12,5% (5% monomicrobiana)
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en Galicia (314), del 55% en Zaragoza (193), del 4,3% (en el 3,5% como

microorganismo unico) en Madrid y del 3% de los casos en Valladolid (88,119).

En otros paises se estiman cifras de GEA por Astrovirus, comprendidas entre el 4 y el
26% (34,67,133,138,139,141,177,189,197,203,219,243,261,317). La variabilidad en
estos estudios se debe a la diversidad tanto de métodos diagndsticos como de las

caracteristicas de la poblacién estudiada.

En nuestro caso, el bajo porcentaje de casos podria estar influido por el tipo de
pacientes analizados los cuales requerian atencion hospitalaria, mientras que este
virus se asocia con frecuencia a los casos mas leves, atendidos de forma ambulatoria.
Por otra parte, la técnica utilizada (EIA comercial) pudo no detectar un porcentaje de
casos ya que es menos sensible que otras técnicas como la RT-PCR (69,210). De
hecho, por estudios realizados por nuestro grupo con posterioridad a este trabajo y
utilizando la técnica de RT-PCR, el porcentaje de casos de GEA por este agente

podria pasar a ser del 10%.

Los Calicivirus humanos tipo Norwalk (genogrupos | y Il) constituyeron la segunda
causa en nuestra serie (6,58%). Este es el primer estudio de incidencia de este virus
en la GEA esporéadica infantil en nuestro pais. En la literatura existen pocos trabajos
sistematizados, con cifras de incidencia entre el 3 % y el 20% en GEA infantil
esporadica dependiendo de la metodologia utilizada (34,174,239,241,261,336,340).
Nuestros casos podrian estar por debajo de la cifra real de infecciones por Calicivirus
humanos debido a que solo se examinaron las heces negativas para otros patégenos

entéricos y por el hecho de no haber estudiado los Calicivirus tipo Sapporo.

La deteccién de Rotavirus del grupo C se ha realizado también por primera vez en
Espafia, obteniéndose una cifra del 2,7%. Esta cifra es superior a los trabajos en los
que se utiliza la técnica de EIA (149) y semejante a la obtenida en el trabajo de Jiang
et al. (155) que emplean la técnica de RT-PCR para detectar este virus con una cifra
del 3% de nifios menores de 2 afios. En nuestro caso, la frecuencia podria ser mayor

si se hubiese aplicado a todas las muestras.

Entre las bacterias Campylobacter spp (18,78%) fue la principal causa seguida de
Salmonella spp (10,60%), y Yersinia spp (1,46%), datos semejantes a los obtenidos
recientemente en nuestro medio, donde Campylobacter spp constituyé también la

primera causa bacteriana de GEA (119,258).
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En 39 de los 820 casos estudiados (4,7%) se encontrd una infeccion mixta, con
Rotavirus del grupo A como participante en 29 de ellos (74,4%). Esta cifra de
coinfeccidon es baja si nos comparamos con las series en las que se utiliza una
metodologia semejante, que presentan cifras hasta del 16% (34,138,314). En estos
trabajos se encuentra que la asociacion de Calicivirus con otros virus es frecuente, lo
que podria explicar en parte nuestra baja tasa, ya que solo se investigd la presencia
de estos virus en las muestras negativas para otros enteropatégenos (34,332). Lo

mismo podria decirse para el caso del Rotavirus del grupo C.

En 214 de los casos (26%) no se llegd a ningun diagnéstico etiol6gico, lo que
contrasta con trabajos recientes en nuestro pais en los que no se detecta ningun
patégeno entre un 40 y hasta un 70% de los casos (119,146,193,258,270) y lo mismo

ocurre en otros paises (15,101).

En nuestro estudio, los casos sin diagnéstico incidieron sobre todo en los nifios
menores de 6 meses (39,6% de ellos) comparado con el resto de los tramos de edad,
donde la proporcién oscilé entre un 19,4% y un 28,8%. Otros autores que encuentran
lo mismo (15) atribuyen este hecho a la transferencia de anticuerpos maternos, que

reduciria los microorganismos a niveles indetectables en heces.

Todos estos datos nos hacen reconocer la necesidad de ampliar la deteccién a otros
virus, ademas de Rotavirus grupo A y Adenovirus entéricos, como Astrovirus,
Calicivirus humanos, Rotavirus del grupo C y, posiblemente, a otros no investigados

aqui como Torovirus, o Calicivirus humanos tipo Sapporo (genogrupo IlI).

Hay que destacar, sin embargo, que en la practica diaria es casi imposible cubrir todo
el espectro de posibles patégenos productores de GEA y cada laboratorio debera
elegir, seglin su capacidad y caracteristicas propias, que técnicas desarrollar. Por otra
parte, seria deseable disponer de técnicas rapidas y sencillas de realizar que
facilitaran una blsqueda mas sistematizada en los laboratorios de Microbiologia

clinica.

93



DISCUSION

5.1.1.3. Andlisis de los casos segun el virus responsable

Caracteristicas epidemiol6gicas

La media de edad de los nifios con GEA viral resulto ser inferior que la obtenida en los
que padecieron una GEA bacteriana, con predominio de los virus hasta los 24 meses
y de las bacterias a partir de los 2 afios, como ya se ha observado anteriormente
(258,270).

La comparacion global de la media de edad de los nifios con diarrea por los diferentes
virus no presento diferencias significativas. No obstante, la edad de los nifios con GEA
por Rotavirus del Grupo A fue significativamente menor que la de los nifios que
padecieron una infeccion por otros virus, con una diferencia media de 5 meses. Esta

observacioén ya ha sido descrita por otros autores (17, 34).

En el analisis por tramos de edad, se encontré que los Rotavirus del grupo A y los
Calicivirus fueron mas frecuentes entre los 6 y 24 meses de edad, coincidiendo con lo
publicado en la literatura (29,34,61,134,164,165,241,261). Se observo también un
aumento de Calicivirus a partir de los tres afios, que probablemente sea debido a la
disminucién de Rotavirus grupo A en este periodo. Las infecciones por Rotavirus del
grupo C presentaron también la mayor incidencia en los nifios entre 6 y 23 meses,
siendo la media de edad de 17,5 meses. En un trabajo realizado en Japon, los
autores encuentran este virus con mayor frecuencia en los nifios entre los 3 y 8 afios
de edad (181), mientras que en el Reino Unido la media de edad encontrada fue de

3,5 meses en los nifios con infeccion adquirida en la comunidad (150).

Las infecciones por Astrovirus y Adenovirus entéricos afectaron con mayor frecuencia
a los nifios menores de 2 afios, de modo que el 68% de las infecciones por Adenovirus
entéricos y el 60,9% de las producidas por Astrovirus se presentaron en esta edad,
coincidiendo con otros autores espafioles (267) y de otros paises (130,172,
140,152,242,219,133,238). La mayor incidencia de infecciones por Adenovirus
entéricos encontrada en nuestro trabajo (por debajo de los 6 meses), se contradice
con otras series en las que esta infeccion es mas frecuente a partir de los 6 meses. Lo
mismo ocurre con la mayor proporcién de Astrovirus en los nifios entre 12 y 23 meses
encontrada por nosotros, que en otros estudios se encuentra en nifios por debajo de 1
afo (89,133,219).
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La distribucion estacional fue diferente segun el virus responsable. El Rotavirus del
grupo A presenté una mayor frecuencia en los meses de invierno y primavera con un
pico de incidencia en abiril, coincidiendo con lo referido en los paises de clima
templado (29,31,147,175) incluyendo en el nuestro (56,146,183,209,274,330).

El mayor nimero de casos de infeccion por Calicivirus tuvo lugar, junto con el
Rotavirus grupo A, en los meses de invierno y primavera y con la mayor frecuencia en
el mes de abril. Esto contrasta con otros paises que describen un predominio de

Calicivirus en los meses de invierno (217,239).

El patron estacional de los Adenovirus, con una mayor frecuencia en el mes diciembre,
difiere de lo descrito en nuestro pais, con predominio en verano (137,250,267) y de
otros paises, en los que no se encuentra variacion estacional (17,61,140,178). Los
Astrovirus predominaron en el otofio, a diferencia de lo que ocurre en otras areas en
nuestro medio donde predomina en invierno y primavera (193,314), asi como en otros

paises con la mayor frecuencia en invierno (214, 238,243,260).

No se encontro variacion estacional en el caso del Rotavirus del grupo C, a diferencia
de otros estudios que encuentran mayores frecuencias en invierno (155) o en marzo y
abril (181). El numero de casos de infeccidén por Rotavirus del grupo C, asi como por
Astrovirus y Adenovirus no permite llegar a conclusiones, siendo necesario para ello

mas periodos de estudio.

Gravedad clinica y evolucién

El impacto y la repercusion de la enfermedad diarreica en nuestro medio se traduce
sobre todo por la necesidad de ingreso hospitalario, ademas de ser uno de los motivos

mas importantes de consulta médica.

Utilizando la escala de gravedad de Ruuska y Vesikari (278,279), se encontré que la
gravedad de la GEA por Rotavirus del grupo A fue superior en nuestra serie, tanto
frente a los episodios de etiologia bacteriana como al del resto de los virus (con
diferencias estadisticamente significativas). Este hecho viene a confirmar lo observado

previamente por otros autores (37, 279, 312).
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Los Calicivirus siguieron en gravedad al Rotavirus del grupo Ay, después, siguieron
los Astrovirus y Adenovirus entéricos, los cuales presentaron la media de gravedad
mas baja. En los articulos que utilizan la misma escala de gravedad de Ruusca y
Vesikari vienen a obtener los mismos resultados, excepto que describen una menor

gravedad que en nuestro caso para los Calicivirus (239, 241-243).

En nuestro estudio, los pacientes con GEA por Rotavirus del grupo C igualaron en la
media de gravedad a las debidas a Calicivirus tipo Norwalk, aunque en este Ultimo
caso el 14,8% de los nifios necesitaron ser hospitalizados mientras que ello no fue
necesario en el caso de los Rotavirus grupo C. En este sentido, la literatura transmite
una escasa gravedad de las infecciones por este virus (149,155,181). Se necesitarian
estudios mas amplios para valorar estos datos y conocer mejor la repercusién clinica

de este agente en nuestro medio.

Segun nuestros resultados, los pacientes con una coinfecciéon viral presentaban una
puntuacion media de gravedad superior a la encontrada en las infecciones virales
monomicrobianas (diferencia estadisticamente significativa). = Otros autores no
encuentran diferencias de gravedad entre los casos de GEA monomicrobiana y la
infeccion mixta (34,133,325), aunque en estos trabajos no se aclaran bien los datos
por los que se llega a dicha conclusion, ni el papel que juega cada uno de los virus que
la integran (314,340).

La alta proporcion de Rotavirus grupo A en las coinfecciones, presente en el 76% de
los casos, hace pensar que la mayor gravedad de las mismas sea por este motivo.
Como ya se ha comentado, las infecciones por este virus fueron mas graves que las
correspondientes a los casos producidos por otros virus. Por ora parte, cuando se
comparoé la gravedad de los casos de infeccion por Rotavirus del grupo A frente a los
casos en que se acompafiaba de otro microorganismo, no se encontraron diferencias
significativas. Tampoco se encontraron diferencias de gravedad entre los casos de

coinfeccidén con y sin Rotavirus del grupo A (28 casos frente a 10).

El analisis multivariable de regresion lineal mostré que la presencia de Rotavirus A, la
edad y la existencia de coinfeccién fueron las variables con relacién independiente con
la gravedad. Sin embargo la variabilidad explicada por esta regresién es tan solo de un
5,3% por lo que los resultados no fueron concluyentes. En resumen, con los datos

obtenidos no se puede concluir, si la presencia o no de coinfeccion tienen valor
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prondstico independiente o si la gravedad se debe a que en este grupo hay un mayor

porcentaje de Rotavirus grupo A.

Necesitaron ingreso 83 de los 820 pacientes estudiados en total (10,1%) y entre los
358 nifios con GEA viral, 61 precisaron ingreso hospitalario (17%). El Rotavirus del
grupo A, presente en 45 casos (40 como microorganismo Unico), constituyé el 54,2%
del total de ingresados, siendo la primera causa de hospitalizacién, como se ha

constatado en otros estudios (46,161,278).

El Calicivirus ocupé el segundo lugar entre los virus como causa de ingreso (9,6%)
seguido de Adenovirus (7,2%) mientras que no fue necesario el ingreso en ningun

caso de GEA por Astrovirus ni por Rotavirus del grupo C.

En cuanto al porcentaje de pacientes con GEA por Rotavirus del grupo A que
precisaron ingreso (19%) fue similar al descrito por otros grupos (239). En el caso de
Adenovirus el porcentaje de ingreso fue del 24%, superior al descrito (140,228,315),
siendo también los dias de estancia hospitalaria (media de 5,8 dias), superiores
también al resto. Estos dos hechos pueden estar relacionados con el mayor numero
de dias de duracion de la diarrea como ya se ha descrito anteriormente (61,
130,152,178,242,267,279).

5.1.2. Segundo periodo

Se realizé un segundo periodo de estudio, con el fin de analizar la GEA viral en nifios
hospitalizados, determinando ademas la infeccibn nosocomial por estos virus en

nuestra area.

Durante este tiempo ingresaron en la Unidad de lactantes 135 (16,8%) nifios con
diagnostico de GEA adquirida en la comunidad. Esta infeccion fue la segunda causa

de ingreso, después de la patologia respiratoria como ya se ha descrito (53).

La edad media de los nifios fue de 10,9 meses, presentandose el mayor numero de
casos en los meses de noviembre a febrero con un pico de frecuencia en diciembre,

coincidiendo con otros trabajos realizados en paises desarrollados (15,132,158).

El Rotavirus del grupo A fue de nuevo el principal agente productor de GEA en estos

nifios. Este virus se encontré en 92 casos (68%) como microorganismo Unico, llegando
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a estar presente en el 71,8%, si se tienen en cuenta las infecciones mixtas. Estas
cifras contrastan con el primer afio de estudio en el que Rotavirus del grupo A supuso
el 48,2% de los casos de ingreso y el 54,2%, si consideramos las coinfecciones. En
ambos periodos se utilizé la misma metodologia. El hecho de que en el primer afio se
incluyesen nifios hasta 4 afios podria influir en el resultado, sin embargo el 80% de
ellos eran menores de 2 afios. Por otra parte, ya estd descrita la variabilidad de
frecuencia de infeccion por Rotavirus grupo A durante diferentes periodos de tiempo,

incluyendo en nuestro pais (146).

Este gran aumento en la frecuencia de infecciébn por este agente en el segundo
periodo de estudio, obligan a mantener una vigilancia continuada de la infeccién por

este virus que nos permita conocer mejor su patron de comportamiento.

Las frecuencias de Calicivirus (4,4% frente a 9,6%) y sobre todo de Adenovirus (0,7%
frente a 7,2%) fueron muy inferiores a las obtenidas en el primer periodo de estudio.
Las coinfecciones (4,4% frente a 8,4%), las bacterias (7,4 frente a 8,4) y los casos sin
diagndstico (13,3 frente a 18,7) no variaron sustancialmente en nameros absolutos.
Estos datos sugieren que la disminucion de estas frecuencias fue relativa, debida al
gran aumento de frecuencia de Rotavirus grupo A. El Astrovirus, que no se encontrd
en los nifios que ingresaron con GEA en el primer periodo de estudio, aparecio en este

periodo en 5 casos (3,7%).

En este periodo no se investigd Rotavirus del grupo C, ya que en el primer afio de
estudio los pacientes con GEA causada por este virus no precisaron ingreso
hospitalario. Sin embargo, seria deseable incluirlo en futuros estudios para establecer
mejor su alcance en nuestro medio, ya que otros autores encuentran infeccién por

este virus de adquisicién nosocomial (150).

5.2. GASTROENTERITIS AGUDA ADQUIRIDA EN EL HOSPITAL

Con el propdsito de estudiar la GEA adquirida en el hospital se evaluaron los nifios
que ingresaron en Lactantes en el periodo 1998-99 por patologias diferentes a GEA,
considerando 2 grupos. Un grupo de 329 nifios (de los 606 que no presentaron diarrea
a lo largo de toda su estancia en el hospital) y un grupo de 60 pacientes que

presentaron una GEA nosocomial.
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5.2.1. Pacientes ingresados sin gastroenteritis aguda

En este grupo de niflos se estudio la eliminacion fecal asintomatica de Rotavirus del
grupo A y Astrovirus, detectandose algun virus en un total en 27 de los 329 casos
estudiados. En 23 casos (7%) se detectd Rotavirus del grupo A, mas de la mitad de
ellos pasadas 72 horas del ingreso y por lo tanto de adquisicion nosocomial. En la
literatura se ofrecen cifras entre el 2% y el 38% de eliminacion asintomética de
Rotavirus del grupo A (34,46,183,262,273). Es muy importante tener en cuenta a estos

nifios como probables transmisores nosocomiales de la infeccion.

Se identificd Astrovirus en 4 casos (1,2%), uno de ellos de adquisicién hospitalaria.
Esta cifra es acorde con otros estudios realizados en los que se analizan grupos
control, integrados por nifios libres de sintomas de GEA (67,138,177,189,317).

Es probable que la tasa de eliminacién asintomatica obtenida en este estudio, sea
inferior a la real, ya que no se investigaron otros virus como Adenovirus o Calicivirus
para los que se describe una frecuente eliminacion fecal asintomética (68,140,
152,172,174,178).

No existieron diferencias estadisticamente significativas en la media de edad, dias de
estancia hospitalaria, distribucion temporal ni en la patologia que motivo el ingreso

entre los nifios con y sin eliminacion fecal de virus.

5.2.2. Pacientes con gastroenteritis aguda nosocomial

En 60 pacientes de los 666 que ingresaron por patologia diferente a GEA (9%)
apareci6 un cuadro clinico de gastroenteritis aguda nosocomial. No existieron
diferencias significativas entre este grupo y los que se mantuvieron asintomaticos
durante el ingreso con respecto a la media de edad, el sexo, distribucion temporal ni

en la patologia que motivé el ingreso.

Los dias de estancia media hospitalaria de los nifios con GEA nosocomial fue superior
a los que no la presentaron (diferencia estadisticamente significativa). Se ha
relacionado la prolongacién de la estancia hospitalaria con la aparicion de diarrea

nosocomial (64) y en un trabajo previo realizado en nuestra misma Unidad de
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Lactantes, ya encontramos una prolongacion significativa de la estancia hospitalaria en

estos casos (87).

En cuanto a la etiologia, la GEA nosocomial estuvo mayoritariamente asociada a
Rotavirus grupo A (65% de los casos), seguido de los Calicivirus tipo Norwalk (11,5%)
y Astrovirus (3,8%). No se evidencié en ningun caso la etiologia bacteriana ni por
Adenovirus entéricos. Estos datos, que coinciden con los de otros autores (101),
destacan la importancia de la patologia viral, especialmente por Rotavirus del grupo

A, en la infeccién nosocomial.

5.3. Marcadores epidemioldgicos de la gastroenteritis viral

5.3.1. Gastroenteritis aguda adquirida en la comunidad

En Espafia no existe apenas informacion sobre la incidencia de la gastroenteritis viral
ni de la producida por Rotavirus. En nuestro trabajo aportamos datos de incidencia e
impacto de la gastroenteritis aguda adquirida en la comunidad, siendo estos los
primeros que se conocen y que pueden servir de referencia para otros trabajos y otros

periodos de tiempo.

5.3.1.1. Primer periodo

Nuestro hospital atiende al 100% de la poblacion del Area Sanitaria IX y es el Gnico
Centro hospitalario de dicha Area. Por lo tanto, se han podido obtener datos reales de

incidencia en el tiempo considerado.

La incidencia de gastroenteritis aguda adquirida en la comunidad, atendida en el
hospital fue de 64 casos por 1000 nifios menores de 4 afios al afio. La incidencia de la
GEA viral fue de 28,9 casos por 1000 nifios menores de 4 afios al afio, siendo de 18,4
casos para el Rotavirus del grupo A, de 3,5 para Astrovirus, 3,1 para Adenovirus 40-

41, 4,2 para Calicivirus tipo Norwalk (genotipos 1y Il) y 1,7 para Rotavirus grupo C.

De estos datos puede deducirse que 1 de cada 10 nifios de nuestra Area, a los 4 afios
de edad habria experimentado un episodio de GEA viral con necesidad de asistencia
hospitalaria y 1 de cada 15 o 16 habria padecido un episodio de GEA por Rotavirus del
grupo A.
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Hay que considerar que estos podrian estar infravalorados debido a que en la
identificacion de los virus no se utilizé en todos los casos técnicas de PCR que han
demostrado ser las mas sensibles (211, 220) y a la falta de investigacién de otros virus
como Torovirus, Coronavirus o los Calicivirus humanos del tipo Sapporo, los cuales se
han descrito en otras series como causa de GEA esporadica en los nifios (252,336,
340).

La incidencia de ingreso por GEA viral result6 ser de 5,5 casos anuales por 1000 nifios
menores de 4 afios en el periodo 1996-1997, por GEA viral de 4 casos por 1000 nifios
y la de GEA por Rotavirus del Grupo A de 2,9 casos anuales por 1000 nifios menores
de 4 afios. Esto nos permite estimar que en nuestro Area al menos 1 de cada 70 nifios
a los 4 afios de edad habra ingresado debido a una GEA viral y uno de 94 nifios por
una GEA por Rotavirus del grupo A. Estas cifras entran dentro de lo publicado en USA
(14) y Europa (56,161,280,307,330) que estiman cifras de ingreso por una de GEA por
Rotavirus en nifios menores de 5 afos entre 1 de cada 32 y 1 de cada 167 nifios
(114), segun la diferente metodologia empleada y del comportamiento biol6gico

variable de este virus.

En Espafa existen dos trabajos sobre la estimacion de incidencia de hospitalizacion
de la GEA por Rotavirus del grupo A. En uno de ellos, realizado a escala nacional y
basandose en los datos del Sistema de Informacion Microbiolégica y los datos del
CMBD (Conjunto Minimo Basico de Datos), se estima una incidencia de
hospitalizacién por GEA por Rotavirus de 2,5 por 1000 menores de 5 afios (330). El
segundo trabajo, realizado en Guipuzcoa (56), mediante datos retrospectivos de alta
hospitalaria, encuentra una incidencia de hospitalizacion por diarrea por Rotavirus del
grupo A de 3,1 por 1000 nifios menores de 5 afios por afio y una necesidad de ingreso

de uno de cada 60-80 nifios los primeros 5 afios de vida (251).

5.3.1.2. Segundo periodo

En este periodo, 1998-1999, la incidencia de ingreso por GEA viral fue de 15,5 casos
por cada 1000 menores de 2 afios por afio y la de Rotavirus del grupo A fue de 14
casos anuales por 1000 menores de 2 afios. Segun estos datos, al menos uno de
cada 37 nifios, durante los 2 primeros afios, habra ingresado en el hospital por este

motivo. Estos datos contrastan de forma llamativa con el primer periodo de estudio en
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gue la incidencia fue de 2,9. Esto podria explicarse por el comportamiento variable en

la biologia del virus a lo largo del tiempo.

La GEA viral constituyd, en este periodo de estudio, el 13,3% de todos los ingresos en
el mismo periodo y la GEA por Rotavirus el 12,1%. En nuestro medio, los escasos
estudios que existen sobre ello, mencionan unas frecuencias de GEA por Rotavirus

como motivo de ingreso entre el 4,6% vy el 5,5% (56,273).

5.3.2. Gastroenteritis aguda adquirida en el hospital

La incidencia de GEA nosocomial por Rotavirus del grupo A fue de 5,1% de los
ingresados por GEA por Rotavirus. Considerando también la adquisicion hospitalaria
asintomatica de la infeccion, la incidencia de infeccidbn nosocomial alcanza un 7%. En
las series de nuestro pais esta incidencia es de 2,2% (56) y de 3,5% (273), ambas

inferiores a la nuestra.

En los trabajos mencionados (56,273), no se realizdé seguimiento a los nifios después
de ser dados de alta, mientras que en el nuestro, el 35% de los casos de GEA
nosocomial se descubrieron gracias al seguimiento telefénico realizado pasadas 72
horas del alta hospitalaria. Por tanto, hay que destacar la importancia que tiene este
seguimiento a la hora de establecer datos de incidencia o frecuencia de infeccion

nosocomial.

En términos de frecuencia, de los nifios ingresados en la Unidad de Lactantes con una
GEA por Rotavirus del grupo A (126 casos), 34 de ellos (27%) fueron de adquisicion
nosocomial. Otros grupos publican cifras de infeccion de origen nosocomial por este
virus, entre el 20 y el 50%, tanto en nuestro pais (206,207,267,273,274) como en otros
paises (53,64).

También podria ser superior la tasa de eliminacion fecal asintoméatica y los casos de
infeccidon nosocomial si se hubieran investigado otros virus como Adenovirus y
Calicivirus o incluso Torovirus, del que se han publicado cifras de infeccion hospitalaria
del 2% (151).
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En total, durante este segundo periodo, si consideramos la GEA por Rotavirus
adquirida en la Comunidad, la nosocomial y los casos de eliminacién viral asintomatica
obtenemos que 19 de cada 100 nifios ingresados eliminan Rotavirus del grupo A en

algin momento de su estancia hospitalaria.

5.4. Distribucion de los serotipos/genotipos del Rotavirus del grupo A

El conocimiento de los serotipos circulantes de los Rotavirus del grupo A es
importante. Los estudios de la epidemiologia molecular muestran una gran variabilidad
de afio en afio, dentro del mismo pais o area geogréfica, de los serotipos/genotipos G
y P de este virus (21,27,33,71,163).

El estudio de los serotipos G y P de Rotavirus del grupo A en el primer periodo de
estudio es el primero realizado en la Comunidad de Madrid (339), siendo el serotipo
G1 el predominante, seguido del G4. En otras Comunidades espariolas la informacion
de que disponemos es escasa y proviene fundamentalmente de comunicaciones a
reuniones cientificas, coincidiendo en los serotipos G1 y G4 como predominantes
(39,57).

Igualmente, en la mayoria de los estudios en todo el mundo, los serotipos G1 al G4,
son los que se encuentran con mayor frecuencia (10,27,33,53,104,108,179,232,342).
No se encontrd, en nuestro estudio, ningun caso de serotipo G2 y el G3 present6 una
incidencia muy baja, al contrario de lo que ocurre en otros paises, donde el serotipo
G2 constituye entre el 3% y el 28% y el G3 entre el 0,8 y el 19% (27,227,231,232,
263,264,275).

El hallazgo de dos casos (0,8%) con 2 serotipos (G1 + G4), confirma la presencia de
infecciones mixtas por 2 cepas diferentes de Rotavirus. Sin embargo, esta cifra de
coinfeccidn resulta muy baja comparada con el 3,6% al 16% de casos obtenidos en los
paises en desarrollo (71,275,285), el 2,3% de EEUU (264) o en Europa, del 2% al
18,8% de los casos (227, 231, 232).
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En el 10% de los casos no se pudo determinar el serotipo por la técnica de EIA,
aunque utilizando la técnica de RT-PCR se consiguid el serotipado/genotipado de

todas las muestras.

La falta de serotipado con anticuerpos monoclonales es variable y esta descrita en
otros paises europeos con tasas entre el 2% y el 12% (175), asi como en USA (5%)
(264) o en Egipto (38,7%) (263).

En el grupo de muestras en el que se determinaron los serotipos P, todos ellos
pertenecian al serotipo P[8] lo que concuerda con otros estudios en los que

predominan también los serotipos G1 y G4 (109,145).

No se encontraron diferencias significativas en la gravedad ni en la necesidad o no de
ingreso entre los serotipos G1 y G4, coincidiendo con otros autores (104,108,325). Sin
embargo, se encontré una diferencia estadisticamente significativa en la proporcion del
serotipo G1 en los casos de coinfeccion, que fue mayor de la esperada con respecto al
grupo total, de modo que constituy6 el 91,7% de los casos frente al 70,3% del grupo

de infeccion por Rotavirus A que no presentaban coinfeccion.

En cuanto a la distribucion de los serotipos G1 y G4 a lo largo del afio, ambos se
distribuyeron en paralelo sin cambios en el predominio a lo largo del afio o en los picos

de primavera e invierno.

En el segundo periodo destaca el cambio en el serotipo predominante con respecto al
primer afio de estudio, que fue el G4 seguido de G1, lo que se ha observado también
en otros paises (33,109,134,342). En nuestro pais se ha observado una alternancia en
los serotipos en Valencia, predominando G4 en la temporada 1996-97 y el serotipo G1
en 1998-99 (39).

No existieron diferencias entre los serotipos detectados entre las cepas de los nifios
ingresados por GEA adquirida en la comunidad y los presentados por los nifilos con
infeccion nosocomial. En la literatura consultada tampoco se encuentran diferencias
entre ellos (130,175,176) lo que significa que la infeccion nosocomial se produce por

cepas que se introducen de la comunidad.
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Es llamativo en este segundo periodo de estudio, que el 45,6% de las muestras no
pudieran ser tipadas por el método de EIA con anticuerpos monoclonales (el mismo
método empleado en el primer periodo). Como ya se ha comentado, estan descritas
tasas variables de serotipado con el EIA con anticuerpos monoclonales (175,
263,264). Esto puede ser debido a la deshaturalizacion de los antigenos de la capside
que impida su reconocimiento (175). Por otra parte, no puede descartarse que se trate
de otros serotipos diferentes a G1, G2, G3 0 G4, para lo que se necesitaria continuar

el estudio de las muestras no serotipables.
Estos resultados nos llevan a la importancia de establecer una vigilancia

epidemiolégica de los serotipos de Rotavirus circulantes en nuestro pais, sobre todo

con vistas a las futuras vacunas que se desarrollen, frente a determinados serotipos G.
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Los resultados expuestos nos han permitido alcanzar las siguientes

CONCLUSIONES:

En nuestro estudio los Rotavirus del grupo A han sido la causa mas frecuente de
gastroenteritis aguda adquirida en la comunidad en nifios menores de 4 afios,

tanto en términos de incidencia como de gravedad.

Los Calicivirus humanos tipo Norwalk (genogrupos | y Il), estudiados por primera
vez en nuestro pais en la gastroenteritis aguda esporadica infantil, constituyeron la
segunda causa en nuestra serie, o que obliga a tener en cuenta a este agente

como causa frecuente de estos procesos en nuestro medio.

Los Astrovirus han constituido la tercera causa de gastroenteritis viral en nuestra
serie. Sin embargo, sabemos que esta incidencia esta infravalorada ya que,
utilizando técnicas mas sensibles como la RT-PCR, podria llegar a constituir la
segunda causa de la gastroenteritis viral. Los Adenovirus entéricos, serotipos 40-
41, constituyeron la cuarta causa de gastroenteritis viral adquirida en la

comunidad.

Nuestros resultados indican que los Rotavirus del grupo C, estudiados también por
primera vez en nuestro pais, podrian ser una causa importante de gastroenteritis
aguda en nuestro medio. No obstante, no se puede llegar todavia a conclusiones

definitivas.

Se confirma en nuestro trabajo que Rotavirus del grupo A es una causa importante
de infeccion nosocomial en los nifics. Debido a que la eliminacion fecal
asintomatica es uno de los mecanismos principales de transmisién, se plantea la
identificacion de estos portadores asintomaticos, con el fin de disminuir las tasas

de infeccion hospitalaria.

Se aportan datos, por primera vez en la Comunidad de Madrid, sobre los
serotipos/genotipos G y P de Rotavirus del grupo A, observandose un predominio

del serotipo G1 en el primer afio y del G4 en el segundo periodo de estudio.
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7. La variabilidad observada en la incidencia y distribuciéon de los serotipos del
Rotavirus grupo A en los dos periodos de estudio, haria necesario establecer una

vigilancia continuada de los serotipos circulantes de este virus.

8. Se deduce de nuestro estudio que la biusqueda cuidadosa de agentes virales que
no se investigan de forma sistematica, lleva a una disminucion considerable de los
casos de gastroenteritis sin diagnostico etiolégico. Seria necesario disponer de
técnicas sensibles y sencillas de realizar que nos permitieran estudiar un mayor
namero de agentes, y asi poder determinar la importancia real de la gastroenteritis

viral en nuestro medio.
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