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Introduccion

1. INTRODUCCION
1.1 CONCEPTO DE GASTROENTERITIS AGUDA

La gastroenteritis aguda (GEA) se define generalmente como una disminucion
en la consistencia de las heces (liquidas o blandas) y/o un aumento en la frecuencia de
las evacuaciones (tipicamente >3 en 24 horas), con o sin fiebre o vomitos. Es mas
significativo un cambio en la consistencia de las heces con respecto a la anterior que el
numero de deposiciones diarias, en particular en los primeros meses de vida. La diarrea

aguda dura normalmente menos de 7 dias y no mas 14 dias (1).

Aunque se pueden considerar otras etiologias, la principal causa de GEA son las
infecciones entéricas (2). Estas infecciones pueden ser producidas por bacterias,
parasitos o virus (3). Tanto en los paises industrializados como en los paises en

desarrollo, los virus son la causa predominante de diarrea aguda (DA) (4).

La enfermedad diarreica aguda es uno de los principales problemas de salud
publica, de mortalidad y morbilidad a nivel mundial (5,6). Segin la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y el Fondo de Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF),
cada afio hay cerca de 2 billones de casos de diarrea y 1,9 millones de nifios menores de
5 afos mueren de diarrea anualmente (4). Sin embargo, el problema para la salud
publica es diferente segun el pais. En los paises industrializados, la diarrea infecciosa es
principalmente un problema de morbilidad y coste econdmico (5) ya que son
relativamente pocos los pacientes que mueren por este proceso (4). En los paises con

bajos ingresos economicos se le afade a lo anterior la mortalidad.

1.2 REPASO HISTORICO DE LA GEA DE ORIGEN ViRICO

En el afio 1929, el pediatra John Zahorsky llam¢6 “enfermedad emética del
invierno” (Hyperemesis heimis or the Winter vomiting disease)(7) a los brotes de esta

enfermedad que se acompanaba de diarrea en gran parte de los pacientes.
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Uno de esos brotes ocurrid en una escuela de Gran Bretana en el ano 1963.
Enfermaron 142 de 830 escolares. Los intentos por identificar la causa infecciosa fueron
infructuosos, pero se congelaron las muestras fecales de uno de esos pacientes que en
afnos posteriores fueron utilizadas en un experimento. En dicho experimento, se le
administraba a los voluntarios una emulsion fecal abacteriana en una bebida,
demostrandose la transmisibilidad de la enfermedad. Los resultados fueron publicados

en 1972 por Clarke y cols. en el British Medical Journal (8).

El brote de 1968 que sufridé una escuela de la localidad llamada Norwalk en
Ohio (EEUU), fue denominado como brote de la enfermedad emética del invierno. Las
muestras recogidas las utiliz6 un grupo de investigadores afios después. Bajo la
direccion de Albert Kapikian, identificaron mediante inmunomicroscopia electronica
(IME) en las heces unos conglomerados de particulas redondas que resultaron ser el
agente causal de aquel brote. Este estudio fue publicado en el Jounal of Virology (9).
Aunque desde la década de 1940, los investigadores consideraban a los virus como
agentes potenciales productores de gastroenteritis y los primeros virus entéricos fueron
descubiertos en los afios 50 y 60, no fueron capaces de asociarlos con la enfermedad
diarreica (10). Asi, Kapikian ha pasado a la historia como el primero que logrd

demostrar el papel causal de un virus en cuadros de gastroenteritis humana.

Si 1972 fue el afio del virus Norwalk, el afio 1973 lo fue del rotavirus (RV),
cuando Ruth Bishop encontr6 viriones en biopsias de mucosa duodenal extraidas de

lactantes y nifios mayores hospitalizados por diarrea aguda (11).

En 1975, se identificaron astrovirus (ASTV) y adenovirus entéricos (ADV) en la
materia fecal de pacientes pediatricos con diarrea aguda. Desde entonces aumento de
manera constante la cantidad de virus asociados a GEA. Virus como coronavirus,
picobirnavirus, pestivirus y torovirus, productores de diarrea en animales, han surgido
como causa de GEA en los seres humanos (12). Los coronavirus fueron implicados por
primera vez como causa de diarrea en 1975 y los torovirus, descubiertos por primera
vez en las heces de nifios con gastroenteritis en 1984, se han asociado tanto con casos de
diarrea aguda como persistente, y podrian tener un papel en la etiologia de la GEA

nosocomial (13).
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1.3 DESCRIPCION DE LOS AGENTES VIRALES CAUSANTES DE GEA

Se han definido cuatro grandes categorias de virus asociados a GEA en
humanos: rotavirus, adenovirus entéricos, calicivirus humanos y astrovirus (14). En la

tabla 1 se recogen sus principales caracteristicas.

- Rotavirus Norovirus Astrovirus Adenovirus

Acido ADN doble
nucleico monocatenario ~ monocatenario ~ monocatenario cadena

Tamaiio
(nm)

Reoviridae Caliciviridae Astroviridae Adenoviridae

Tabla 1. Caracteristicas principales de los virus causantes de GEA.

75 35-39 27-30 80-110

1.3.1 ROTAVIRUS
1.3.1.1 Morfologia

El nombre de rotavirus deriva de la palabra latina rota que significa “rueda”
(figura 1), en referencia al aspecto del viribn en las imagenes de microscopio
electrénico tefiidas en negativo (15). El género rotavirus pertenece a la familia
Reoviridae. Estos virus sin envoltura se caracterizan por tener una morfologia
icosaédrica con una capside de tres capas concéntricas de 60 a 100 nanometros de

diametro (14, 16) y un genoma segmentado bicatenario en su interior.
1.3.1.2 Estructura viral

El genoma del RV consta de 11 segmentos de doble cadena de &cido
ribonucleico (ARN) que codifica seis proteinas estructurales (VP) y seis proteinas no
estructurales (NSP) (figura 2). La céapside consta de una capa interior formada por VP1,
VP2 y VP3, que engloba al genoma; una capa intermedia constituida por VP6; y una

capa exterior compuesta por VP7 y proyecciones de VP4 (15). En la microscopia
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electrénica, VP4 da la apariencia de radios de una rueda al RV, mientras que VP7 da al

virus su superficie lisa (17).

Figura 1. Apariencia de rueda del rotavirus en M.E.

RNA
1 VP4
P Genotipos P4, P6, P8, P9
2 VP2 >
3 — VP3
4 — VP4
5§ — NSP1 - ,'
6 VP6 i
7 NSP3 VP&
9 VP7 Subgrupos 1y Il
—
10 — NSP4 (enterotoxina) VP7
1 —— NSP5 Serotipos G1. G2, G3. G4, G5, G9

Figura 2. Estructura del rotavirus.

Genoma viral

Esfuerzos de secuenciacion a gran escala recientes han revelado que el genoma
de los RV humanos consiste en constelaciones filogenéticamente vinculadas de once

segmentos de ARN de doble cadena. Cada segmento del genoma codifica una proteina,
6
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excepto el segmento 11, que puede codificar dos (16) . Los segmentos de ARN tienen
distintos tamafios. Van desde 667 pares de bases (pb) el segmento 11 a 3302 pb el
segmento 1 (15). La segmentacion del genoma posibilita el reordenamiento y la
recombinacion genética cuando las células se infectan con diferentes RV. Esta
coinfeccion celular con diferentes cepas, puede producir un virus recombinante con
segmentos de ARN de cada uno de los virus progenitores, estrategia utilizada en el

campo de las vacunas (13,14).
Estructura proteica

El RV consta de 12 proteinas de las cuales, 6 son estructurales (VP1-4 y VP6-
VP7) y 6 no estructurales (NSP1-6). La envoltura proteica del ntcleo del virion estd
compuesta mayoritariamente de VP2 y a su cara interna se enganchan otras dos
proteinas menos importantes VP1 (ARN polimerasa-ARN dependiente) y VP3
(guanilil-transferasa). La capa proteica media esta formada integramente por VP6 y la
externa la conforman VP4 y VP7. La VP4 forma las espiculas caracteristicas del RV y
por medio de proteasas similares a la tripsina intestinal, se obtienen dos polipéptidos
VPS5 (forma el tallo y base de la espicula) y VP8 (conforma la cabeza globular de la
prolongacion) (16). Tanto VP6, VP7 y VP4 con sus respectivos fragmentos VPS5 y
VP8, tienen epitopos con alta capacidad antigénica capaces de inducir respuesta inmune
en el anfitrion produciendo anticuerpos neutralizantes. Los principales determinantes
antigénicos del RV son VP4 y VP7 y los anticuerpos neutralizantes que inducen se cree

que son de tipo especifico (18,19).

Las NSP soportan varias funciones de virus, incluyendo la replicacion del
genoma, el montaje de particulas, la regulacion de la respuesta innata del anfitrion como
la induccion de interferon y la estimulacion de la expresion de genes virales (16). Las
NSP se producen dentro de las células infectadas. No estan claras todas las funciones
que realizan estas proteinas ni los papeles que desempefian pero son responsables de
gran parte de la patogenicidad del virus. NSP3 se ha asociado con la diseminacion
sistémica, mientras NSP2, NSP5 y NSP6, estan involucradas con la formacion de
viroplasmas citoplasmaticos. NSP4 es una enterotoxina clave en la diarrea y la

malabsorcion, responsable de la muerte celular, con actividad secretora (20) (tabla 2).
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Segmento
génico

Proteina | Peso (kDa) | Localizacion Funcion

VP1 125 Core ARN polimerasa
VP2 95 Core Uni6n al ARN
VP3 88 Core Guanilil transferasa
Hemaglutinina. Antigeno
VP4 neutralizacion. Unidn a la
85 (58-27)  Capa externa célula. Activacion por
(VP5-8) .
medio de proteasa en VP5
y VP8
NSP1 53 No estructural Unién al ARN
Anti d
- VP6 45 Capa media e oy
subgrupo
Unioén al ARN. Participa en
NSP3 34 No estructural la traduccion del ARNm
NSP? 35 No estructural Participa en la replicacion
del genoma
— VP7 34 Capa externa  Antigeno de neutralizacion.
NSP4 20 No estructural Ensamblaje viral.
Enterotoxina
NSP5 26 No estructural Unién al ARN
i Interactua con NSPS5.
NSP6 11 No estructural .
Presente en el viroplasma

Tabla 2. Caracteristicas de las proteinas estructurales y no estructurales del rotavirus.

1.3.1.3 Clasificacion de los rotavirus

Los RV se clasifican mediante un esquema de grupos, subgrupos y multiples
genotipos dentro de cada grupo (21). Los serogrupos vienen determinados por la
capacidad antigénica de la VP6 o mas recientemente en funcion de secuencias de sus
aminoacidos. Asi se conocen 7 serogrupos (A-G). Mas recientemente con evidencias

filogenéticas se cree que existe algun serogrupo mas (H) (16). Solamente 3 de estos
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serogrupos son capaces de infectar humanos (A-C), siendo el A el responsable de la
mayoria de los casos mundiales (21, 22, 23). Los serogrupos B y C detectados en
humanos no parecen tener importancia epidemiologica fuera de China, donde RV del
grupo B se ha asociado con varios grandes brotes de diarrea grave, predominantemente

en adultos (24).

Cada uno de estos serogrupos se subdivide en subgrupos definidos por las
proteinas de superficie VP7 y VP4. Estos subgrupos se denominan serotipo o genotipo
en funcidn de si se ha obtenido su tipificacion a través de métodos inmunologicos o de
biologia molecular (figura 3). Asi, la glicoproteina VP7 determina el tipo G y la
proteina sensible a proteasa VP4 determina el tipo P (20,22,23). La cantidad de tipos G
y P se ha ido incrementando a lo largo del tiempo con el avance de los métodos de
deteccion. La genotipificacion por transcripcion inversa de la reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) o acido desoxiribonucleico clonado (c-ADN) ha sustituido a la
serotipificacion. Asi como el serotipo y genotipo G son concordantes para todos los
descritos, no ocurre lo mismo para los tipos P; donde se han descrito mas genotipos que
serotipos. Por tanto, cuando un tipo P de un RV se ha clasificado por métodos
moleculares, el tipo se expresa entre paréntesis o corchetes para diferenciarlo del
clasificado por métodos serolodgicos; por ejemplo GI1P[8] (20,25). Se conocen 27
genotipos G (G1-27) y 35 genotipos P (P1-35) (16). Los serotipos P1, P2 y P5 se
dividen a su vez en P1A, PIB, P2A, P2B, PSA y P5B si se tienen en cuenta los
genotipos (13).

La naturaleza segmentada del genoma del rotavirus y la recombinaciéon de genes
tedricamente permite casi 800 diferentes combinaciones de genotipos G y P, resultando
en la formacion de nuevos RV reordenados, con nuevas combinaciones potenciales de
antigeno (26). Cepas de virus pertenecientes a diferentes grupos de RV parecen no ser
capaces de intercambiar segmentos de genoma, durante la coinfeccion. En contraste,
cepas de virus que pertenecen al mismo grupo pueden recombinar sus genomas,
proporcionando un mecanismo para la evolucion de nuevos virus (16). Pueden ocurrir
muchas combinaciones de €stos en naturaleza. Sin embargo, no todos infectan a los
humanos (20). La enorme diversidad de RV observadas a nivel mundial se genera a

través de varios mecanismos: mutaciones, recombinacion genética, reordenamiento
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genomico (delecciones, duplicaciones o inserciones), o recombinacién intragénica.
Aunque se han identificado 60 combinaciones G/P en humanos (26), las combinaciones
GI1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], y GIP[8] constituyen el 90-95% de las cepas de RV
circulantes, datos publicados a 2012 (22,25,26). De afio a afio y de lugar a lugar los

tipos circulantes y sus combinaciones pueden cambiar drasticamente.

Recientemente se sugiere que el sistema de clasificacion binaria G/P es limitado,
ya que ignora todos menos dos (los que codifican VP4 y VP7) de los once genes virales.
El sistema binario no proporciona la informacién necesaria para evaluar plenamente la
diversidad genética, la dindmica evolutiva y relaciones de RV cocirculantes. Aplicando
tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento que permiten la secuenciacion del
genoma completo de las cepas de RV, se ha creado un sistema completo de clasificacion
basado en la secuencia genética. Este sistema permite que cada segmento del genoma

del virus pueda ser asignado a un genotipo particular (16).

—>
FAMILIA REOVIRIDAE
Grupos (VP6)
e 2 D-G
ROTAVIRUS ——
— I

Tipos (serotipos/genotipos)

| | | ]

Figura 3. Clasificacion de los rotavirus.

La secuenciacion completa del genoma ha revelado que los genes internos de las

cepas G1P[8], G3P[8], G4P[8], y G9P[8] casi invariablemente pertenecen al genotipo 1.
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Cuando hay excepciones, por lo general s6lo 1 o 2 de los genes internos estan
involucrados. Los virus que tienen estas constelaciones de genes pertenecen al
genogrupo 1. La secuencia genética ha revelado que los genes internos de las cepas
G2P[4] normalmente pertenecen al genotipo 2. Los virus con esta constelacion de genes

se los conoce como genogrupo 2 (16).
1.3.1.4 Patogenia y respuesta inmune

El RV infecta las células intestinales maduras, aquellos enterocitos que ya no
tienen capacidad de dividirse. Estas células ocupan la parte alta de las vellosidades
intestinales y estan especializadas en la absorcion (16,20). La unidén del RV y el
enterocito se produce por medio de receptores primarios y secundarios que no estan del
todo caracterizados. Una vez dentro de la célula, se produce la replicacion
exclusivamente en el citoplasma donde posteriormente se ensamblan los nuevos
viriones. Las nuevas particulas virales se liberan de dos maneras: por lisis en las cé€lulas
no polarizadas y por medio de exocitosis, antes de que los efectos citopaticos sean
evidentes en las cé€lulas polarizadas (15). Existen pocos cambios inflamatorios si es que
estan presentes. Ademas, la NSP4 tiene actividad como enterotoxina y estimula la
funcion del sistema nervioso entérico, produciéndose la liberacion de calcio intracelular
que induce la rotura de las uniones estrechas entre las células, con secrecion de liquido
al lumen. Todo ello da lugar a una disminucién de la absorcion de sodio, agua y de la
liberacion de enzimas digestivas. Hidratos de carbono, grasas y proteinas pasan al

colon, dando como resultado diarrea (20) (figura 4).

La deteccion de antigenemia y viremia demuestra que el RV es capaz de salir del
tracto intestinal. Esta accion parece realizarla a través de las células M que se encargan
de transportar antigenos y que se superponen a las placas de Peyer (17). En los estudios
que lo evaltian se detecta antigeno viral hasta en el 90% de los nifios con heces positivas
a RV. La viremia se ha detectado hasta en el 100% de los sueros de los nifios con
antigeno positivo en plasma (20). La medida de los anticuerpos IgA séricos o en heces
es el mejor marcador de la proteccion frente a los rotavirus ya que la antigenemia tiene
una relacidon inversamente proporcional con estos parametros. Este tipo de anticuerpos
se utiliza para evaluar la eficacia de las vacunas (20,13). Se producen ademaés
anticuerpos neutralizantes frente a las proteinas de la cdpsula viral externa, media e

11

Gastroenteritis virvales de origen comunitario en nifios menoves de 5 arios ingresados en
Gran Canaria



Introduccion

interna, VP4-VP7, VP6 y VP2 respectivamente (15,18,19). Los linfocitos T CDS8
ayudan a acortar el curso de las infecciones primarias. El interferon también puede
ayudar a contener la severidad de la infeccion por rotavirus y prevenir la diseminacion

sistémica (20). La NSP4 estimula la produccion de interferon.

La primoinfeccion natural da lugar a la produccion de anticuerpos especificos
contra el serotipo infectante. Estos anticuerpos dan proteccion parcial contra futuras
reinfecciones por otros serotipos. En cada infeccion hay una respuesta humoral
homotipica y heterotipica (13). Esto hace que el cuadro clinico sea cada vez mas leve
aunque el serotipo del nuevo RV difiera del anterior. Dos infecciones protegen de las

formas moderadas-graves de diarrea, independientemente del serotipo (15).

FAY Liberacion de la
AN —s 2 Seiial de NSP4  (CIH)
W A proteina NSP4 activacién =~ A

Liberacién de ]
las particulas
virales

Penetracion
de la particula

Ca++ (CI)
Movilizacién del
calcio intracelular

Célula
absortiva Célula

secretora

Alteraciones: E
- Isquemia y dano general =
- Disminucién de la actividad -,
de las disacaridasas .92 Al . .
: teraciones:

Consecuencias:

- Disminucion de la absorcién
de agua, electrolitos y
carbohidratos

- Aumento en la secrecién de
electrolitos y agua

- Activacion de los canales de Cl-
- Hiperplasia de las células
- Activacion del Sistema
Nervioso Entérico
Consecuencias:
- Aumento de la secrecién de
cloro y agua

Figura 4. Patogenia del rotavirus.

1.3.2 NOROVIRUS

1.3.2.1 Morfologia

Los norovirus (NV) pertenecen a la familia Caliciviridae. Son virus no envueltos
de aproximadamente 38 nm con capsula icosaédrica y cavidades similares a célices o

copas que envuelve una cadena de genoma sencillo (3) (figura 5). Fueron los primeros
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virus asociados a GEA por el descubrimiento de Kapikian, quien por primera vez en
1972 vinculo el calicivirus "prototipo’, el virus Norwalk, a un brote de gastroenteritis en

una escuela en Norwalk, Ohio (17).
1.3.2.2 Estructura viral

El genoma consiste en una cadena sencilla de ARN de polaridad positiva de 7,5 (pb)
que se organiza en 3 secuencias de lectura abierta (ORF). La ORFI1 codifica una
poliproteina que posteriormente es escindida por la proteinasa viral, dando lugar a seis
proteinas no estructurales como la ARN polimerasa-ARN dependiente y la helicasa; que
son importantes para la replicacion del virus en la célula infectada. La ORF2 es la que
codifica la proteina mayor de la capside VP1, que determina la especificidad de la cepa
y la unién celular. La ORF3 expresa la proteina menor de la capside VP2, importante
para el ensamblaje del virus (27,28). La capside proteica de morfologia icosaédrica esté
constituida por 180 moléculas que se pliegan en 90 dimeros formando una cubierta
continua con protrusiones en forma de arco (13). La VPI tiene un dominio “shell” (S) y
dos subdominios que sobresalen (P1 y P2). Se requiere el dominio S codificado por
linajes genéticos conservados para iniciar el ensamblaje de la capside. El subdominio P1
es poco variable y desempefia un papel en la estabilizacion de las particulas virales. El
subdominio P2 es la region mas externa, es muy variable y estd involucrado en la
interaccidon con potenciales anticuerpos neutralizantes y con antigenos de grupo
sanguineo. Este es el sitio de union inicial en el establecimiento de la infeccion en

humanos (28, 29).

Figura 5. Representacion tridimensional del norovirus.
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1.3.2.3 Clasificacion

No se ha conseguido aislar ni cultivar norovirus humanos en cultivos celulares.
Uno de los avances mas importantes lo constituy6 en 1990 la clonaciéon del genoma del
virus Norwalk, ya que permiti6 aplicar las técnicas RT-PCR y de secuenciacion al
estudio de estos virus, ademds de expresar in vitro proteinas viricas en sistemas de
expresion en organismos procariotas y eucariotas (3). Debido a la incapacidad de
cultivo del virus en medios celulares, la clasificacion y el estudio epidemiologico ha
sido dificultoso hasta que se dispusieron de técnicas moleculares sensibles. La familia
Caliciviridae consta de cuatro géneros: Norovirus, Sapovirus, Lagovirus y Vesivirus. Se
ha propuesto la inclusion del género Nebovirus (3,17). De estos géneros s6lo Norovirus
y Sapovirus afectan a humanos (21). Basdndose en estas técnicas, los NV se clasifican
en funcion del andlisis filogenético de la region ORF2 que codifica la VP1 y el lugar

donde fue descrito por primera vez (3,17,27) (tabla 3).

Este género se ha propuesto que sea dividido en 5 genogrupos (GI, GII, GIII,
GIV y GV) (3,13,17,21), que a su vez constan de diferentes genotipos y variantes o
subgenotipos. Los genotipos y sus variantes se obtienen por la secuenciacion de la
ARN polimerasa o de la capside (29). Las cepas de NV que afectan humanos pertenecen
a los genogrupos GI, GII y GIV con 8, 17 y 1 genotipos, respectivamente (13,27). El
genotipo GII.4 es el mas frecuentemente aislado en el mundo (3,13,30). Los NV de GIII
y GV hasta el momento s6lo se han encontrado en animales con 2 genotipos y 1
genotipo respectivamente (21). Los GII y GIV albergan cepas humanas y animales, lo
que sugiere que pueda haber recombinacidén interespecie como ocurre entre cepas

humanas de un mismo genogrupo (31).
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Genogrupo Genogrupo

Genotipo Virus de referencia

Genotipo | Virus de referencia

== e

1 Norwalk/68/US 8 Amsterdam/98/NL
2 Southampton/91/UK 9 VABeach/01/US
3 Desert Shield 395/90/SA 10 Erfurt/U01/DE

4 Chiba 407/87/JP 11 SW918/01/JP

5 Musgrove/89/UK 12 Wortley/R00/UK
6 Hesse 3/97/GE 13 Fayetteville/02/US
7 Winchester/94/UK 14 M7/03/US

8 Boxer/02/US 15 123/02/US

1 Hawaii/71/US 16 Tiffin/03/US

2 Melksham/94/UK 17 CS-E1/03/US

3 Toronto/24/91/CA il 1 BolJena/98/DE

4 Bristol/93/UK 2 BoCH126/00/NL
5 Hillingdon/90/UK 1 Alphatron/98/NL
6 Seacroft/90/UK 1 MNV-1

7 Leeds/90/UK

Tabla 3. Genogrupos, genotipos y cepas de referencia de norovirus.

1.3.2.4 Patogenia y respuesta inmune

El conocimiento del ciclo vital de los NV es discreto dado la imposibilidad de su
cultivo en lineas celulares (28). La secuenciacién de la proteina de la capside y su
expresion en sistemas de expresion de proteinas como baculovirus o el virus de la
encefalitis venezolana ha sido un gran avance. Esta proteina se autoensambla en
particulas pseudoviricas que tienen la misma morfologia y capacidad antigénica que el
viridn infectivo. Las particulas pseudoviricas han servido para estudiar las interacciones
entre las células susceptibles y el virus, asi como producir antigenos y determinar la

respuesta a anticuerpos (3).
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Se han identificado factores de susceptibilidad a la infecciébn por norovirus
constituidos por grupos de antigenos histosanguineos (ABO, Lewis y secretor) que
estan implicados en la unidon de dichos virus a los enterocitos. Aunque pueden existir
otros receptores adicionales, los antigenos de grupo histosanguineo de la superficie
celular se unen de manera especifica a cada cepa de NV y su expresion variable puede
explicar la distinta susceptibilidad a la infeccion. Contrariamente a lo esperado, los
individuos con titulos mas elevados de anticuerpos séricos o de coproanticuerpos tienen
mas probabilidad de infectarse con el virus que las personas con concentraciones bajas
de anticuerpos. Este hecho se explica porque las personas sin anticuerpos frente a una
cepa determinada de norovirus no son genéticamente susceptibles a ella ya que el virus
no puede adherirse (3). Mediante estudios en voluntarios se ha observado por ejemplo,
que el virus Norwalk no es capaz de infectar a los individuos no secretores (fenotipo
Bombay, no producen antigeno H del que se obtienen A y B) ni al tipo B pero sial Ay
0 (s6lo produce antigeno H) (32,33). Por tanto, no todos los NV pueden infectar a los
seres humanos, pero practicamente todos los seres humanos son susceptibles de padecer
GEA por NV ya que la mayoria de los diferentes patrones de antigenos histosanguineos
permiten la unién a alguna cepa de NV. La cepa de NV con mds rango para asociarse a

los diferentes antigenos sera las mas frecuentemente aislada (34).

Los individuos infectados desarrollan una respuesta inmunitaria después de la
infeccion predominantemente tipo especifica. Aunque puede existir cierto grado de
reactividad cruzada entre distintos genotipos, la proteccion generada ante subsecuentes
infecciones, es de corta duracion. Se producen en cada infeccion anticuerpos IgM, IgA e
IgG aunque se haya padecido previamente. El efecto protector de estos anticuerpos
comienza a perderse a partir del sexto mes de la infeccion. Este hecho hace que la
infeccion por NV se pueda padecer a lo largo de la vida a diferencia de RV, ADV y

ASTV que afectan preferentemente a nifios (3,35).
1.3.3 ASTROVIRUS

1.3.3.1 Morfologia

Los astrovirus pertenecen a la familia Astroviridae y fueron descubiertos en

heces de nifios con diarrea en 1975 a través de microscopia electronica. EI nombre
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astrovirus deriva de la palabra griega "Astron" (estrella) y describe la caracteristica
forma de estrella de cinco o seis puntas detectable por microscopia electronica de los
viriones (17) (figura 6). Aunque cabe sefialar que la apariencia habitual es icosaédrica y
las proyecciones que dan la forma de estrella son dependiente del pH (elevado) (13) y
solo estan presentes en menos del 10% de los virus. De hecho, en algunos casos los
ASTV podrian ser identificados erroneamente como enterovirus o provisionalmente
llamados particulas similares a astrovirus (36). Estos virus miden entre 27-40 nm, no

tienen envoltura y su capside engloba una cadena de ARN sencilla.

Figura 6. Apariencia en estrella del astrovirus en M.E.

1.3.3.2 Estructura viral

El genoma del ASTV consta de una hebra sencilla de ARN de sentido positivo
de 6,8-7,9 kb que incluye una region no traducida en el extremo 5” (UTR), seguido por
tres secuencias de lectura abierta (ORF1la, ORF1b y ORF2), un UTR 3" y una cola poli-
A. ORFla y ORFI1b codifican proteinas no estructurales implicadas en la replicacion
viral como una proteasa y una ARN polimerasa dependiente de ARN. ORF2 se expresa
desde un ARN subgenomico y codifica una poliproteina de 87 kD que da lugar, al
menos, a 3 proteinas estructurales (VP26, VP29 y VP32) de la céapside del virus (13,36).
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1.3.3.3 Clasificacion

La familia Astroviridae se divide en dos géneros: Mamastrovirus, que afectan a
mamiferos (humanos y animales); y Avastrovirus, los astrovirus aviares (17, 36). La
taxonomia de esta familia tiene en cuenta las especies de origen. A los serotipos
asignados a la especie se le dan niumeros consecutivos. Las proteinas de la cépside,
especialmente la VP26, parecen ser las responsables de la variacion antigénica de los
distintos serotipos. Los genotipos vienen determinados por la secuencia de nucleotidos
del genoma. La longitud de cada secuencia varia entre las especies y serotipos. Desde
un punto de vista genético, ORF1b parece ser el menos variable y ORF2 la mas
heterogénea por lo que es la propuesta para diferenciar los genotipos. Lamentablemente,
los ASTV no crecen facilmente en el laboratorio siendo su clasificacion serologica
dificil y solo estan disponibles un minimo nimero de secuencias gendomicas completas
de estos virus. Sin embargo, existe una buena correlacion entre serotipos y genotipos.
Se establece que si dos cepas de ASTV tienen menos de 95% de homologia a nivel de

nucledtidos, son seroldégicamente distinguibles (13,36).

Los ASTV humanos se han agrupado en 8 serotipos-genotipos (ASTV humanos
1-8) (13, 21, 36, 37). Los ASTV humanos tienen una distribucion mundial y multiples
tipos antigénicos co-circulan en la misma region. Actualmente el serotipo 1 es el mas

frecuentemente detectado en la mayoria de estudios (13,37).
1.3.3.4 Patogenia y respuesta inmune

El modo de union del ASTV a la célula es desconocido. El receptor al que se
une no esta identificado y la misma linea celular puede ser infectada o inmune a
distintos tipos de ASTV. Tampoco se conoce el modo de entrada, pero parece ser que la
endocitosis juega un papel importante. Los primeros estudios demuestran particulas
virales en vesiculas recubiertas y ademds se impide su entrada con inhibidores de la
endocitosis. Una vez dentro se libera el genoma viral y comienza su replicacion. La
proteina de la cépside viral es capaz de inhibir la activacion del complemento tanto por
la via clasica como por la de la lectina. Fue el primer virus icosaédrico no envuelto del
que se descubre esta propiedad. La proteina de la capsula también hace de enterotoxina

aumentando la separacion entre células interrumpiendo los complejos de union estrecha
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incrementando la permeabilidad capilar. Este efecto lo consigue sin necesidad de

replicacion viral (36).

El ASTV produce vacuolizacion y posterior muerte celular, atrofia vellositaria, e

infiltrados inflamatorios en la ldmina propia, causando diarrea osmotica (12).

La seroprevalencia frente a ASTV aumenta marcadamente en los primeros afos
de edad. Aunque las reinfecciones por diferentes serotipos son posibles a lo largo de la
vida, la mayoria de las infecciones sintomaticas ocurren en menores de dos afios. Esto
sugiere que tras la primoinfeccion se puede desarrollar algiin tipo de inmunidad que
proteja frente a infecciones posteriores. Las proteinas de la capside VP26 y/o VP29
parecen desempeiar una funcién importante en la produccion de anticuerpos

neutralizantes heterotipicos (35).
1.3.4 ADENOVIRUS

1.3.4.1 Morfologia

Los adenovirus (ADV) humanos pertenecen a la familia Adenoviridae. Son
virus no envueltos de 70-90 nm con una cépsula de simetria icosaédrica de la que
sobresalen estructuras llamadas fibras (figura 7). La cépside engloba una cadena doble
de acido desoxirribonucleico (ADN) (13, 21). Son los tnicos virus de ADN entre los

cuatro patogenos virales habituales que producen GEA en nifios (21).
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Figura 7. Estructura del adenovirus.

1.3.4.2 Estructura viral

La capside de los ADV consta de 252 capsomeros, 240 hexones y 12 pentones.
Los hexones se disponen formando los laterales de la envoltura proteica y los pentones
los vértices. De cada vértice sobresalen unas proteinas triméricas llamadas fibras de
tamafio variable. La proteina de la fibra contiene tres dominios estructurales: la cola, el
eje y el pomo. El dominio de la cola es el sitio de unidén para la base del penton. El
dominio eje muestra varias longitudes entre los tipos de ADV, lo que da distintas
flexibilidades a la fibra y diferencias en la interaccion con las integrinas de la célula
huésped. El dominio pomo de la fibra, situado en el extremo distal de la proteina, une el
virus al receptor de la célula huésped (38). Las proteinas menores de la capside Illa, VI,
VIII, y IX confieren estabilidad al hexon y juegan un papel en los eventos que suceden
después de la internalizacion tales como la penetracion del endosoma, la activacion de
la transcripcion y la reorganizacion nuclear. Proteinas adicionales en el ntcleo de la
capside (V, VII, y X la proteina terminal) interactian con el ADN viral, por ejemplo,
facilitando el transporte en el nucleo de la célula infectada o estabilizando el ADN
actuando como histonas (38,39). En la tabla 4 se muestran las proteinas del ADV y sus

funciones.

El genoma consiste en una molécula lineal de ADN bicatenario de 37 kb que
codifica entre 30-40 genes y representa el 15% de la masa viral (13). Se encuentra

asociado a proteinas y juntos conforman el core viral. Los genes virales se organizan en
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cinco unidades transcripcionales, de las cuales cuatro se corresponden a los genes de la
fase muy temprana y temprana (E1-AB, E-2, E-3 y E-4), la quinta unidad comprende a
los genes tardios (E-5) (40).

Nombre

Localizacion Funcion conocida

Mononero de hexon Estructural
Base penton Penetracion
Asociado con base penton Penetracion

Union a receptor,

Fibra .
hemoaglutinacion
Nucleo: asociado con ADN y Similar a histona;
base penton empaquetamiento
Estabilizacion/ blaje d
VI Polipéptido menor hexon stabiiizacio ] ensambiaje de
particulas

VII Nucleo Similar a histona

Estabilizacién/ensamblaje de

Polipéptido menor hexon )
particulas

Estabilizacién/ensamblaje de

IX Polipéptido menor hexon )
particulas

TP Proteina terminal del genoma Replicacion del genoma

Tabla 4. Proteinas de los adenovirus.

1.3.4.3 Clasificacion

La familia Adenoviridae consta de 2 géneros: Mastadenovirus y Aviadenovirus
que infectan a mamiferos y aves, respectivamente. Los ADV humanos se clasifican en
serotipos de los que se conocen 51 y que se agrupan en seis subgéneros (A-F) (17,21).
La distribucion de los serotipos en los diferentes subgéneros se muestra en la tabla 5.

Los adenovirus se han asociado con un espectro de clinica amplio incluyendo
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presentaciones respiratorias, gastrointestinales, oculares e infecciones del tracto urinario

@1).

La mayoria de los ADV entéricos pertenecen al subgénero F. Aunque otros
adenovirus como el 3 y el 7 pueden producir diarrea, la mayoria de los casos estan
producidos por los serotipos 40 y 41 que pertenecen a dicho subgénero (13,17,21). El

tropismo de estos serotipos por causar enfermedad gastrointestinal no estd explicado

@1).

Ninguna 12,18,31
Completa (monos) 3,7,11,14,16,21,34,35
Parcial (ratas) 1,2,5,6

Completa (ratas) 8,9,10,13,15,17,19,20,22-30,32,33,36,39
Parcial (ratas) 4

Parcial (ratas) 40,41

Tabla 5. Clasificacion de los adenovirus humanos.

1.3.4.4 Patogenia y respuesta inmune

La predileccion de los adenovirus por la célula diana en el caso de la GEA es
evidente, ya que la inmensa mayoria de los casos se produce por las cepas 40 y 41.
Estas cepas tienen afinidad por las células epiteliales de las microvellosidades alterando
el borde en cepillo intestinal (40). La lesion se caracteriza por atrofia de las vellosidades
con hiperplasia de las criptas y la consiguiente pérdida de fluidos y malabsorcion (12).
La unioén celular se produce por medio de los extremos de las fibras de la capsula con
los receptores del complejo mayor de histocompatibilidad y el receptor coxsakie-
adenovirus. La internalizacion del virus se produce por endocitosis en vesiculas
revestidas por clatrina. La membrana de la vesicula fagocitica se rompe por accion

toxica del pentdon. Se produce entonces la liberacion de la particula viral dentro del
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citoplasma, con pérdida de proteinas de la capside y denudamiento del ADN viral que
migra al ntcleo celular. Las proteinas estructurales se sintetizan en el citoplasma donde
empieza el ensamblaje, las cuales, viajan al nucleo celular para dotarse de ADN

replicado y terminar la formacion de los nuevos viriones.

El ADV produce tres tipos de infeccion (39). Una infeccion litica en la que se
produce el ciclo viral completo produciéndose multiples copias en las células
epiteliales. Una infeccion latente de caracteristicas cronicas que se produce en las
células linfoides donde se transcriben factores que favorecen la produccion de
citoquinas inflamatorias como interleuquina 8 y factor de necrosis tumoral alfa con la
consiguiente amplificacion del proceso inflamatorio. Por ultimo, sucede una
transformacion oncogénica en la que productos de los genes tempranos virales inhiben a
los antioncogenes celulares. La citolisis es el principal mecanismo implicado en la

produccion de GEA.

Una vez el adenovirus se pone en contacto con la célula epitelial intestinal se
activan los sistemas de defensa: accion del sistema mucociliar; mecanismos celulares y
humorales, como la IgA secretora y accion de células linfoides; asi como una respuesta
sistémica temprana con la sintesis de citoquinas (39). Los anticuerpos neutralizantes
protegen contra futuras infecciones del mismo serotipo (12), aunque se ha documentado
un elevado efecto de neutralizacion cruzada entre algunos serotipos. Este hecho abre

nuevas perspectivas sobre la posible utilidad de una vacuna frente a estos virus (41).

1.4 FISIOPATOLOGIA

La principal consideracion fisiopatologica en la diarrea es una anomalia del
transporte del agua y electrolitos a través de la mucosa intestinal, con una ruptura de su

ciclo enterosistémico y balance de agua negativo.

La diarrea se produce cuando la capacidad maxima de reabsorcion de agua por
parte del intestino le excede, bien por aumento del flujo de liquidos que le llega o bien

por lesion de éste (42).
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Los mecanismos principales en la produccion de diarrea son: citopatico,

enterotdxico y enteroinvasivo.

En el mecanismo citopatico la colonizacion de los enterocitos y posteriormente
su descamacion por la agresion de los microorganismos inducen un reemplazamiento
rapido por las células de las criptas cuya funcién principal es secretora y que no
adquieren su maduracion absortiva. Las vellosidades quedan acortadas, las criptas
alargadas, disminuyendo la superficie de absorcion. Afecta al intestino delgado,
provocandose un defecto de absorcion por los enterocitos inmaduros. Se puede asociar a
diarrea osmotica. Los gérmenes principales de este mecanismo son los virus y los

Cripstosporidium.

En el mecanismo enterotoxico, el enterocito funciona al revés con una
importante secrecion y muy mala absorcion al estimularse el sistema adenilciclasa. La
diarrea persistira hasta que los enterocitos afectos no se descamen. No existe lesion
histologica en este tipo de diarrea, manteniendo la vellosidad su conformacion
anatomica. Los principales gérmenes implicados son Vibrio cholerae y Escherichia coli

enterotoxigénico, entre otros.

En el mecanismo enteroinvasivo existe una invasiéon de la mucosa por los
microorganismos con inflamacion y ulceracion que incluso puede ser sistémica. Afecta
principalmente al colon perdiendo su capacidad extra de reabsorcion de agua. Los
microorganismos conocidos son Shigella, E. coli enteroinvasivo, Salmonella, Yersinia

enterocolitica, Campylobacter jejuni y Entamoeba histolytica (42).

1.5 EPIDEMIOLOGIA

La GEA es una de las patologias mas prevalentes de la primera infancia siendo
uno de los retos mas importantes para la salud publica y es considerada por la OMS una

de las principales causas de morbimortalidad infantil (43).

Diferentes revisiones de la epidemiologia se han llevado a cabo desde la época
de los 80 en la que se tenian identificados los principales agentes productores de GEA.

Segin la OMS y UNICEF en el afio 2003 se estimaron 1.800.000 muertes en menores
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de 5 afios por GEA y en el 2008 1.240.000 (44). Actualmente cada nifio menor de 5
anos en todo el mundo tiene un promedio de 3 episodios de diarrea cada afio,
produciéndose unos 1.700 millones de casos anuales (4, 45). En 2013, las enfermedades
diarreicas mataron a 760.000-800.000 nifios menores de cinco afios (45,46). Se ha
producido un descenso del 50% de la mortalidad con respecto a las cifras de inicio de
siglo (45), con una disminucion aproximada del 4% anual (46). Aun asi, la GEA
representa el 16,5% de la mortalidad en este grupo de edad, ocupando el segundo lugar

como causa de muerte infantil tras la neumonia (4,45).

La enfermedad no se manifiesta igual en todos los paises. En los paises en vias
de desarrollo y escasos recursos, el problema es la elevada mortalidad que producen los
casos de diarrea aguda (5), debido probablemente a la falta de acceso a la terapia de
hidratacion y la alta prevalencia de desnutricion (43). Los esfuerzos en la prevencion de
la mortalidad se dirigen a mejorar la educacion, el saneamiento y la nutricion; a la vez
que a aumentar el acceso a las soluciones de rehidratacion oral (SRO) y su cobertura
(5). La mayoria de las muertes (76-78%) se concentran en los paises del Africa

subsahariana y el sudeste asiatico (4,21,46).

En cambio, en los paises desarrollados la diarrea aguda produce una elevada
morbilidad y consecuente gasto econdmico por motivos como absentismo escolar y
laboral de los padres, consultas médicas y hospitalizaciones. En Estados Unidos, los
niflos menores de 5 afos presentan un promedio de 2 episodios de diarrea por afo, lo
que produce 2.000.000-3.000.000 visitas médicas y el 10% de todas las
hospitalizaciones pediatricas con tan solo 300 muertes (47). Los costes directos de la
hospitalizacion y atencion ambulatoria de estos nifios son de mas de 250 millones de
dolares en EEUU. A nivel europeo, la incidencia de diarrea en menores de 3 afios es de
0,5 a 2 episodios por niflo y afio, representando el 11,6% de las hospitalizaciones en
menores de 5 afios (48). Por tanto, las prioridades en salud publica se centran en la
prevencion, identificacion, y la restriccion de los brotes. El manejo se dirige hacia el
alivio sintomatico y medidas especificas destinadas a reducir la duracion de la

enfermedad (5).

Las causas de GEA pueden variar con la ubicacion, la época del afo y la
poblacion estudiada. El descenso de la mortalidad que se ha ido produciendo
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corresponde en su mayoria a las mejoras en el acceso a agua potable y eliminacion
adecuada de aguas residuales, ya que una proporcion significativa de las enfermedades
diarreicas se puede prevenir con estas mejoras. Estas medidas afectan sobre todo a la
GEA de origen bacteriano y parasitario que se transmiten principalmente a través de
alimentos y aguas contaminadas. Sin embargo, la incidencia de la GEA de causa viral
no ha disminuido de manera comparable, ya que los virus se transmiten principalmente
de persona a persona (20,44,49). Esto produce una situacion analoga a lo que ocurre con
la GEA en general, si se analizan las repercusiones de los distintos virus y
especialmente rotavirus en las diferentes regiones del mundo. En los paises en vias de
desarrollo y escasos recursos el RV produce elevadas cifras de mortalidad y en los
paises desarrollados el problema es de morbilidad y coste econémico (25,50), a pesar de
tener una incidencia de este germen similar (15,20,43). A nivel mundial, la GEA por
RV produce 125 millones de casos en nifios, 23 millones de consultas ambulatorias y

2.300.000 hospitalizaciones cada afio (15,16, 20).

Segun datos de la OMS en 2011, 527.000 nifios menores de 5 afios murieron por
la enfermedad inducida por rotavirus, el 82% de estos casos concentrados en los paises
pobres (6,15,23,44,51,52). La region del Africa subsahariana y el sudeste asiatico
abarca la mayoria de la mortalidad. Cinco paises, Republica Democratica del Congo,
Etiopia, La India, Nigeria y Pakistdin concentran la mitad de todas las muertes
atribuibles a RV (44). Sélo en la India se producen 100.000 muertes cada afio por RV,
representando el 23% de la mortalidad (16,20,44).

El RV en la Unidon Europa es responsable de 3.600.000 casos, 87.000
hospitalizaciones y aproximadamente 700.000 consultas ambulatorias cada afio, con tan
solo 231 muertes (15,22,25). El perfil de la enfermedad por RV en los EEUU es similar,

con estimaciones de 55.000-75.000 hospitalizaciones y 20-60 muertes anuales (20).

RV es la principal causa de diarrea deshidratante a nivel mundial y afecta al 95
% de los nifios menores de 5 afos (22). El porcentaje medio de aislamiento
internacional en nifios hospitalizados menores de 5 afios es del 39% (51). La frecuencia
varia entre los diferentes paises y regiones, sobre todo en aquellas naciones que han
incorporado la vacuna contra el RV a su calendario de vacunacion sistematica. Los RV
del grupo A son los responsables de practicamente la totalidad de los casos en humanos.
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Los genotipos G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8] y GI9P[8] constituyen el 90-95% de las
cepas de RV circulantes (10,22,25,26).

Los NV son la segunda causa mas frecuente de GEA severa en nifilos menores de
5 afios a nivel mundial tras RV. Son responsables de 900.000 casos con 64.000
hospitalizaciones en paises desarrollados y al menos 1.100.000 casos con
aproximadamente 200.000 muertes en paises en desarrollo (53,54). Producen el 12 % de
las hospitalizaciones por GEA en el mundo. La infeccion por NV ha sido subestimada
durante afios por la limitada disponibilidad de métodos diagnésticos adecuados. La
incapacidad de obtener cultivos celulares, y la falta de un modelo animal han
obstaculizado la investigacion y el desarrollo de ensayos diagnosticos a la mayoria de
los laboratorios clinicos (53). Los NV han sido vinculados tradicionalmente, a raiz de su
descubrimiento, a brotes epidémicos en relacion con alimentos y comunidades cerradas,
donde su papel estd bien documentado (27). En los paises industrializados son
responsables del 68-80% de los brotes de GEA no bacteriana (17). A medida que se ha
ido disponiendo de métodos de biologia molecular, cada vez mas accesibles, la
epidemiologia de los NV ha ido ganado importancia, aumentando su papel y
consideracién como responsable de casos esporadicos de GEA. En los paises donde la
vacuna contra RV se ha instaurado de manera sistemdtica no tardara en ocupar el primer
lugar como agente de GEA de origen viral (1,53). El genotipo GII.4 es el mas

frecuentemente aislado en el mundo (3, 13, 30).

Los ASTV y los ADV son los otros dos agentes principales en la etiologia de la
GEA viral. Su papel no es tan importante como el de los gérmenes anteriores, pero
puede aumentar a raiz de la vacunacion del RV. Los ASTV se detectan en torno al 10%
de los casos de GEA viral y el serotipo 1 es el mas frecuentemente detectado en la
mayoria de estudios (13,37). Ambos, ASTV y ADV entéricos, afectan
predominantemente a nifios menores de 4 afios (37). Los casos de ADV estan

producidos en su casi totalidad por los serotipos 40 y 41 que pertenecen al subgénero F

(13,17,21).

La enfermedad producida por el RV presenta un claro patron estacional,
presentandose en los meses de otoflo e invierno en paises con clima templado. En los
climas tropicales el predominio estacional aunque existe es menos marcado y se dan
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casos durante todo el afio aunque predominan en los meses mas frios y secos (37). El
predominio de un genotipo particular de rotavirus durante una temporada puede variar

entre zonas geograficas, y de una temporada a la siguiente (22,23,52).

La GEA producida por RV es una enfermedad infantil, ya que a los 5 afos
practicamente todos los nifios tendran una infeccion por RV (52). Se da la circunstancia
que la primoinfeccion suele ser el cuadro mas severo y confiere proteccion parcial
frente a reinfecciones posteriores, sean producidas por la misma cepa o por cepas
diferentes, siendo el cuadro mas leve sucesivamente (25). La enfermedad por rotavirus
produce mas deshidratacion en bebés menores de 6 meses (1), pero es mas frecuente en
el rango de 6 meses a 2 afos. Una de las explicaciones es que la lactancia materna

ejerce de protector frente a esta infeccion y contra la GEA en general (25, 55).

El mecanismo de transmision del RV es principalmente la via fecal-oral. La
transmision puede ocurrir a través del contacto con superficies y objetos contaminados
como juguetes (37). La ingestion de agua contaminada y alimentos puede ser una via,
pero menos frecuente. La infeccion cruzada a través de la contaminacion de las manos
es probablemente la via mas comun de transmision en el entorno sanitario. El virus se
ha aislado en el tracto respiratorio e incluso puede aerosolizar con los vomitos, por lo
que hay indicios de que la trasmision aérea pueda contribuir a la extension de los brotes

estacionales y también en los casos nosocomiales o en guarderias (15,20).

La alta contagiosidad y transmisibilidad del RV se ve facilitada por las elevadas
concentraciones que alcanzan los virus en las heces incluso antes de la aparicion de la
diarrea (37, 56). Se alcanzan hasta 1010 viriones por gramo de heces y solo 10 viriones
deben sobrevivir para infectar tras pasar la barrera del acido estomacal (15,20). La
eliminacion fecal persiste una media de 4 dias, pero puede permanecer hasta 3 semanas
en inmunocompetentes (20,37,56). Dentro de los hogares el 20 % de los adultos

desarrollaré sintomas dado su facil contagio (20).

Los NV también tienen determinadas caracteristicas epidemioldgicas que
facilitan su transmision. El indculo necesario para producir enfermedad es de 10
particulas y la eliminacion fecal es elevada y prolongada, hasta 2 semanas tras la

resolucion de los sintomas (3). Incluso algunos autores informan de aislamiento de
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particulas virales hasta 8 semanas después del cuadro clinico, aunque ponen en duda su
capacidad infecciosa (53). La forma de diseminacion mds importante de los NV es la
via fecal-oral, incluyendo el mecanismo de persona a persona y por medio de fomites.
La estabilidad de estos virus en el ambiente es relativamente alta, pudiendo persistir su
infectividad en un amplio margen de temperaturas (desde la congelacion hasta 60 °C) y
resistir bien un pH 4cido; ademas, son relativamente resistentes a desinfectantes como el
etanol y el cloro (3). La propagacién en forma de aerosol producido por la emesis,

también ha sido descrita (3,53).

La infeccion por NV se presenta durante todo el afio, aunque en los climas
templados predomina en los meses de invierno, manifestindose en tres contextos
epidemiologicos distintos. En primer lugar, los brotes epidémicos en relacion a
alimentos contaminados que afectan generalmente un gran nimero individuos en un
corto periodo de tiempo. En segundo lugar, la infeccion que se produce en entornos
semicerrados como salas de los hospitales, guarderias y hogares residenciales, que se
inician por la introduccion de un solo caso seguido de transmision ambiental, y que
puede ser muy dificil contener. En tercer lugar, la GEA que se presenta
esporadicamente en los nifios o adultos, donde su papel estda cada vez mas en

consideracion (3,29,53).

Las infecciones por ASTV ocurren principalmente en nifios entre los 2 y los 4
afnos de edad con un pico estacional invernal en los paises de clima templado, aunque
puede aislarse todo el afio (36). La eliminacion viral por las heces suele durar un
promedio de 5 dias después del inicio de los sintomas. Sin embargo, los nifios
asintomaticos pueden presentar virus en heces durante varias semanas después de la
enfermedad siendo este periodo mayor en huéspedes inmunocomprometidos. La

transmision es fundamentalmente fecal-oral (37).

Los ADV entéricos se presentan durante todo el afio y afectan a los nifios
menores de 4 afnos de edad (17). Las infecciones por adenovirus son mas contagiosas
durante los primeros dias del cuadro agudo, pero la eliminacidon fecal persistente e
intermitente por periodos mas largos es comun. La transmision es por via fecal-oral. Las

infecciones asintomaticas son comunes, y pueden ocurrir reinfecciones (37).
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En la tabla 6 se recogen las principales caracteristicas epidemioldgicas de las

infecciones por virus causantes de GEA.

Agente
8 Rotavirus Norovirus Astrovirus Adenovirus
infeccioso

Reservorlo Humano Humano Humano Humano
Contacto
directo (fecal-  Contacto directo
Mecanismo de oral) (fecal-oral) Contacto directo Contacto directo
transmision Vehiculo Vehiculo comun (fecal-oral) (fecal-oral)
comun Aerosoles
Aerosoles
Periodo de , , ,
. o) 2 dias (1-3 dias) 24-48 horas 12-96 horas 3-10 dias
incubacion
Mientras dure la Hasta 2 semanas Mientras dure la
Periodo de enfermedad y después del fin enfermedady = Mientras dure la
transmisibilidad hasta 21 dias P , hasta 5 dias enfermedad
. de sintomas ,
después después
Evitar
Lavado de contaminacion
. del vehiculo Lavado de Lavado de
Medidas de manos ,
revencion y Desinfeccion de comun manos manos
P . Lavados de Desinfeccion Desinfeccion
control materiales . .
manos del material del material
Vacuna . .,
Desinfeccion

del material
Tabla 6. Principales caracteristicas epidemioldgicas de las infecciones por virus causantes de GEA.

1.6 CLINICA

La mayoria de los cuadros de diarrea aguda son autolimitados en el tiempo, con

resolucion espontanea en la mayoria de los casos.

El cuadro clinico suele ser brusco y consiste en deposiciones diarreicas, nauseas,
vomitos, fiebre, dolor abdominal predominantemente de caracter colico y signos de

deshidratacion. Salvo las diarreas, el resto de los sintomas no son constantes (47,57).

En los cuadros citopaticos y enterotdxicos las deposiciones son liquidas, muy
abundantes y con un mayor riesgo de deshidratacion por la deplecion hidroelectrolitica.
En estos cuadros son mas frecuentes los vomitos, sobre todo en las de origen viral y

pueden preceder al cuadro diarreico, contribuyendo a la deshidratacion.
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En las diarreas enteroinvasivas, las deposiciones son acuosas y suelen contener
moco y/o sangre. Los pacientes presentan fiebre en la mayoria de las ocasiones que

puede ser elevada.

El RV tiene un periodo de incubacion de 1-3 dias (20,56), tras el cual se
desarrolla un cuadro tipico de GEA de inicio brusco, con fiebre, dolor abdominal,
diarrea y vomitos que puede producir deshidratacion (19). Los voémitos suelen
desaparecer tras los 2 primeros dias. La diarrea puede ir de leve a severa con elevado
numero y cantidad, es acuosa y rara vez presenta sangre. La fiebre suele ser de bajo
grado y afecta a un tercio de los enfermos. Los sintomas se resuelven en 4-8 dias
habitualmente (15,16,20). La eliminacion de virus por las heces persiste tras la
desaparicion del cuadro, a la vez que existen infecciones asintomaticas que también
eliminan gérmenes por las heces, lo que favorece el contagio (16). La primera infeccion
normalmente es la mas severa, disminuyendo la gravedad o siendo asintomatica en
contagios futuros. Aunque una proteccion completa ante la reinfeccion con otras cepas
de RV no se logra, se estima que tras tres infecciones se reduce el riesgo de formas

graves casi un 100% (25).

El RV también produce manifestaciones extraintestinales, como miositis 0
afectacion del sistema nervioso central en forma de encefalitis, meningitis aséptica y
convulsiones (16,20). En pacientes inmunodeprimidos, la sintomatologia es similar
siendo mas probable que el cuadro dure més tiempo, asi como la eliminacion fecal de
virus en fase asintomatica. En este grupo de pacientes se han documentado casos de

hepatitis (20).

El cuadro clinico producido por el NV aparece tras 24-48 horas (3,53,58), como
una GEA viral caracteristica. Se presenta con nauseas, vomitos, diarrea acuosa, dolor
abdominal colico, anorexia, malestar general y fiebre no excesivamente elevada. E1 NV
no es un patdégeno invasivo, por lo que sintomas disentéricos como sangre o moco en la
diarrea o fiebre alta son infrecuentes. Hasta un tercio de las personas expuestas a los NV
pueden desarrollar una infeccion asintomatica. El cuadro suele ser autolimitado y se
resuelve en 24-60 horas en la mayoria de los casos. Sin embargo, las personas
infectadas pueden continuar eliminando NV hasta aproximadamente 8 semanas con
carga viral alta tras la resolucion de los sintomas (3,53). Se han descrito complicaciones
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como colon irritable, convulsiones, enterocolitis necrotizante y en raras ocasiones

enfermedad diseminada con fallo multiorganico (28,53).

Los ASTYV tienen un periodo de incubacion aproximado de 4 dias (58), tras los
que aparecen diarrea acuosa y menos frecuentemente vomitos, dolor de cabeza, fiebre,
dolor abdominal y pérdida de apetito. La diarrea es més corta y menos grave que la
causada por otros virus entéricos (35). La sintomatologia dura de 2 a 4 dias, pero
también hay formas asintomaticas. Puede ocurrir diseminacion sistémica documentada

en inmunodeprimidos produciendo encefalitis (36).

Los ADV entéricos tienen el periodo de incubacidon mas largo de todos los virus
entéricos, de 8-10 dias (17), asi como la duracion mdas larga de la diarrea. La
enfermedad normalmente es leve y autolimitada, pero puede ser persistente y grave en
pacientes inmunodeprimidos. Se han descrito colitis por adenovirus en pacientes

infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (35).

La deshidratacion relacionada con la GEA es una de las principales
preocupaciones en los pacientes pediatricos. La exploracion fisica debe centrarse en
identificar signos de deshidratacion tales como el nivel de alerta alterado, la presencia
de ojos hundidos, mucosas secas y turgencia de la piel disminuida. Esta evaluacion
permite identificar qué pacientes pueden ser enviados a casa con seguridad, cuales
deben permanecer en observacion y los que son candidatos a terapia intravenosa mas
agresiva. En 1995 la OMS vy posteriormente en 1996 el Centro de Control de
Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos (EEUU), realizaron clasificaciones en
funcion del déficit de liquidos estimado por los signos observados (47). De esta manera
la deshidratacion la clasifican en leve (3-5%), moderada (5-10%) o severa (>10%). En

la tabla 7 se muestra dicha clasificacion y los signos que presentan.

Existen herramientas validadas como escalas de puntuacion o “scores” que
ayudan a evaluar la deshidratacion. El “Children Deshidratation Score” (CDS), evalua 4
items clinicos que son: estado general, ojos, mucosas y lagrimas. Cada categoria puntia
de 0 a 2, a partir de las que se obtiene una puntuacion final con un rango de 0 a 8. Los
pacientes se clasifican como sin deshidratacion (CDS 0), algo de deshidratacion (CDS

1-4) o deshidrataciéon moderada-severa (CDS 5-8) (1).

32

Gastroenteritis virvales de origen comunitario en nifios menoves de 5 arios ingresados en
Gran Canaria



Introduccion

Sintomas/signos Deshidratacion Deshidratacion Deshidratacion
clinicos leve moderada grave

Lactante <5% 5-10% >10%
Nifio mayor <3% 3-9% >9%
Turgencia cutanea Normal Algo disminuida Muy disminuida
Relleno capilar Normal Algo lento Muy lento
Respiracion Normal Normal, taquipnea Profgnda,
taquipnea
Mucosas Normal Pastosas Muy pastosas
Diuresis Escasa Oliguria Oligoanuria
Sed Normal Sediento Rechazo
Fontanela Normal Algo deprimida Deprimida
Perfusion periférica Normal Extremidades frias Acrocianosis
Normal Levemente hundidos Hundidos
Lagrimas Normal Disminuidas Ausentes
Pulso radial Normal Débil, rapido Débil, filiforme
Tension arterial Normal Hipotension leve Hipotension
Frecuencia cardiaca Normal Taquicardia leve Taquicardia
Estado neurolégico Normal Inquieto, irritable Apatia, letargia

Tabla 7. Tipos de deshidratacion y sus sintomas.

Otras escalas evalian la severidad de la GEA uniendo el estado de

deshidratacion a otros parametros. La escala de Vesikari es un score de 20 puntos
obtenidos a partir de 7 variables clasificandose los casos en leves, moderados o graves
que corresponden a puntuaciones de 0-8, 9-10, y >11 respectivamente (1). Surgid para
evaluar la severidad de la GEA producida por RV, pero su uso actual es generalizado.

En las tablas 8 y 9 se muestran la escala de Vesikari y el CDS respectivamente.
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FIEBRE
37,1-38,4°C
38,5-38,9°C

>39°C

DESHIDRATACION

‘wl

Z
o

l.»JIO

1-5%
>6%
TRATAMIENTO

No 0

Rehidratacion I

Hospitalizacion 2
Tabla 8. Escala de gravedad de Vesikari.

| Caracteristicas | o0 ] 1 | 2

AparieHCia general ---

Normal Ligeramente Extremadamente
hundidos hundidos

Membranas
mucosas, lengua

Lagrimas Ausencia de

Lagrimas Lagrimas .o ..
g & disminuidas lagrimas

Tabla 9. Escala clinica de deshidratacion infantil CDS.
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1.7 DIAGNOSTICO

El diagnostico de la GEA como sindrome es clinico (20). No son necesarias
pruebas complementarias para determinar que un nifio tiene diarrea, pero si son
necesarias para el diagnostico etiologico. Sin embargo, la investigaciéon microbioldgica
no es util desde un punto de vista practico ya que la diferenciacion entre virico o
bacteriano es probable que no cambie el tratamiento (1). En tabla 10 se muestran

situaciones en las que el diagnostico etiologico debe realizarse (1,47).

Nifios menores de 3 meses

Pacientes inmunocomprometidos con fiebre elevada

Pacientes con diarrea sanguinolenta severa

Pacientes con antecedente de viaje a zonas en situacion de riesgo
Brotes de GEA (hospital, guarderia)

Tabla 10. Indicacion de diagnéstico etioldgico.

A nivel clinico, tampoco es posible diferenciar con total certeza, si la causa es
virica o bacteriana y mucho menos discernir entre virus o bacterias entre si. Sin
embargo, segun el contexto epidemioldgico, época del afio y datos de la historia clinica
podriamos enfocar el diagndstico etioldgico. De forma general, las infecciones virales
se caracterizan por fiebre de bajo grado y diarrea acuosa sin sangre; en cambio las
infecciones bacterianas son mas propensas a presentar fiebre alta con sangre, moco o
pus en las heces El médico debe preguntar acerca de la duracion de la enfermedad, el
numero de episodios de vomitos y de diarreas por dia, la produccion de orina y la
presencia de productos patologicos en las heces. Preguntar sobre sintomas
acompanantes, como fiebre, dolor abdominal y molestias urinarias; asi como reciente
ingesta de liquidos y/o alimentos. La toma de medicamentos recientes y el historial de
vacunacion del nifio también debe revisarse. El examen fisico deberia centrarse en la

identificacion de signos de deshidratacion (47).

Se ha intentado identificar alguin marcador de laboratorio que ayude a discernir
entre causa virica o bacteriana, pero con los estudios disponibles no ha sido posible
(59). La procalcitonina es mas efectiva que la proteina C reactiva para identificar causa
bacteriana, pero no como para ser recomendada rutinariamente (1). Tampoco se
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recomienda el uso habitual de marcadores fecales para distinguir entre GEA viral o
bacteriana en el ambito clinico. Sin embargo, la evaluacion de la calprotectina fecal
combinada con la proteina C reactiva mostré una precision diagnostica del 94% para
GEA bacteriana y la lactoferrina fecal es mayor en pacientes con Salmonella o infeccion
por Campylobacter que en los pacientes con infeccion viral; y se correlaciona
significativamente con la gravedad de la enfermedad medida con las escalas de Vesikari

y Clark (1).

Los examenes de laboratorio tampoco estan indicados de forma general para
evaluar el estado de hidratacion ya que no son predictores de deshidratacion y solo son
utiles cuando sus valores estdn muy alterados. La medicion de nitrogeno ureico en
sangre, bicarbonato, densidad urinaria o cetonuria no son utiles para evaluar el estado de
deshidratacion. El estudio de electrolitos debe reservarse para los pacientes afectados
por la deshidratacion severa que requieren hidratacion iv en la evaluacion clinica inicial

y para aquellos en los que se sospecha deshidratacion hipernatrémica (47).

1.7.1 DIAGNOSTICO ETIOLOGICO

La capacidad de obtener un diagnoéstico etioldgico en un nifio con GEA es
altamente dependiente de la calidad de la muestra, la experiencia y habilidad del
microbidlogo y los recursos disponibles para la evaluacion de las heces (57). EI manejo
adecuado de la muestra requiere la recoleccion de una deposicion reciente directamente
del pafial o del orinal, un tubo rectal apropiadamente obtenido o una muestra de hisopo.
Las areas de heces con pus, sangre o moco son Optimas para el muestreo. Todas las
muestras deben ser procesadas inmediatamente o colocadas en medios de transporte de

comunicacion y llevadas al laboratorio (57).

Las técnicas de cultivo utilizadas en laboratorios de microbiologia deben ser
capaces de identificar Shigella, Salmonella, Yersinia 'y Campylobacter. La
identificacion de otros enteropatdégenos requiere pruebas adicionales que no siempre

estan disponibles salvo en los laboratorios de referencia (57).

El diagnéstico de las infecciones viricas intestinales se basa en métodos directos,
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consistentes en la deteccion en la muestra de heces del paciente de particulas viricas,
antigenos o acidos nucleicos del virus implicado en la etiologia del cuadro de GEA. Los
métodos serologicos tienen utilidad en estudios de seroprevalencia o de analisis de la
respuesta inmunitaria, como en el estudio de seroconversion en niflos vacunados frente

a rotavirus.
1.7.1.1 Cultivos celulares

Los virus entéricos resultan dificiles de aislar en cultivos celulares, pudiéndose
solo lograr el cultivo de algunos de ellos. Algunas cepas de RV del grupo A se pueden
cultivar en lineas celulares continuas de rindén de mono MA104, en células LLC-MK2 o
en cé¢lulas Caco-2 de adenocarcinoma de colon. Los ASTV pueden también cultivarse
en células Caco-2. Otros virus entéricos como los NV no se han logrado replicar in vitro
de forma estable, a pesar de los numerosos intentos realizados (34), o lo hacen con
dificultad (adenovirus entéricos serotipos 40 y 41 en fibroblastos de pulmon G). Por
todo ello, en general, el aislamiento en cultivo no es un procedimiento aplicable al

diagnostico de rutina de las gastroenteritis viricas (20, 60).
1.7.1.2 Microscopia electronica

La microscopia electronica (ME) de transmision, asi como la IME, continua
siendo una técnica de gran valor en el diagnostico de las infecciones viricas intestinales,
principalmente porque permite detectar cualquier tipo de particulas viricas presentes en
la muestra, sin necesidad de recurrir al empleo de “sondas especificas” (anticuerpos,
cebadores, etc.). Con esta técnica se visualizd por primera vez en los afios 70 particulas
virales en pacientes con GEA que correspondian al virus Norwalk (13) y posteriormente
RV (20). Es una técnica rdpida que no requiere un procesamiento complejo de la
muestra; sin embargo, su utilidad en la evaluacion de un gran nimero de muestras
durante la temporada alta esta gravado por la lentitud de la técnica de visualizacion
directa (20). Otras de sus limitaciones mas importantes son la necesidad de disponer de
un microscopio electronico, de personal experimentado y la relativa baja sensibilidad de
las técnicas de tincidn negativa habitualmente empleadas, ya que se considera que se
requiere la presencia de mas 10° particulas viricas por gramo de muestra para que

puedan ser visualizadas al microscopio electronico. Aunque muchos virus entéricos se
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excretan en las heces en el curso de la infeccion en cantidades de 10" '-10"“ particulas
viricas por gramo, se recomienda concentrar la muestra para observarla al microscopio

electronico.

La identificacion de las particulas viricas se realiza atendiendo a las
caracteristicas morfologicas (tamafio, simetria, contorno, estructuras internas, etc.),
resultando facil la identificaciéon de RV y ADV, y algo mas compleja la de ASTV y
calicivirus (sapovirus y NV). Es posible la identificacion de otros virus implicados en la
produccion de gastroenteritis como coronavirus, torovirus, etc., asi como otros virus

presentes en las heces (enterovirus, bacteridfagos, etc.) (60,61).
1.7.1.3 Técnicas de deteccion de antigenos

En los ultimos afios se han desarrollado diversos métodos inmunologicos de
deteccion de antigeno en heces, considerados hoy dia de eleccion en el area clinica (13).
Son los métodos mas asequibles, rapidos, y a la vez suficientemente sensibles y
especificos en el diagndstico de las infecciones viricas intestinales. Estos son los
métodos mas empleados por la mayoria de los laboratorios y estan ampliamente
disponibles en el mercado (20). En la actualidad se dispone de métodos de
inmunocromatografia (ICG), técnicas de enzimoinmunoandlisis (EIA) convencional,
técnicas de EIA de membrana y técnicas de aglutinacion de particulas de latex para
distintos virus entéricos (13,60,61). Estos ensayos son faciles y muy fiables en los
primeros dias de la enfermedad, cuando la carga viral es alta y tienen un excelente valor
predictivo positivo en la temporada alta (20). En la tabla 11 se muestra un listado de las

diferentes técnicas comercializadas de deteccion de antigeno.
Deteccion de antigenos de rotavirus

Existe una amplia variedad de inmunoensayos comercializados para la deteccion
de antigenos de rotavirus del grupo A en las heces, la mayoria de ellos con valores de

sensibilidad y especificidad superiores al 90%.

Las técnicas de EIA convencionales se consideran los métodos de referencia por
su alta sensibilidad y especificidad, ademéas permiten la realizacion de muchas

determinaciones simultaneas. Sin embargo, el tiempo de la técnica es mas largo y se
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requiere un equipamiento especifico (espectrofotdémetro). Debido a que la rapidez en el
diagnostico es de gran valor en las gastroenteritis viricas es recomendable recurrir a un
método rapido como la ICG, un EIA de membrana o la aglutinacién de particulas de
latex. No obstante, dado que en ocasiones la especificidad de estas técnicas no es
elevada, las muestras positivas deberian ser confirmadas con un ensayo por

inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) de captura o una técnica de RT-PCR.
= Técnicas de inmunocromatografia

Actualmente existen comercializadas numerosas técnicas
inmunocromatograficas para la deteccion de antigeno de rotavirus solo o
frecuentemente en combinacion con la deteccion de antigenos de adenovirus en las
heces. La prueba se realiza mediante un dispositivo que contiene un pocillo para
dispensar la muestra, donde se mezcla con un conjugado constituido por microesferas
de poliestireno de diferentes colores unidas respectivamente a anticuerpos monoclonales
antirotavirus y antiadenovirus, una zona de prueba con una membrana de cromatografia
con un anticuerpo monoclonal antirotavirus y un anticuerpo monoclonal antiadenovirus
fijados, y una zona de control con un anticuerpo policlonal anti-IgG de ratén. En la
membrana apareceran unas bandas coloreadas indicando si la prueba es positiva o
negativa y cual es el antigeno detectado. Como limitacion a la especificad de estas
técnicas inmunocromatograficas se ha observado que en algunos casos, la presencia de

sangre en las heces puede originar resultados falsos positivos (60, 61).
» Técnicas de enzimoinmunoanalisis

Los EIA realizan la deteccion cualitativa de antigeno de RV en heces. Estas
técnicas pueden ser consideradas semicuantitativas, ya que aportan cierta informacion
sobre la cantidad de antigeno virico excretado por las heces en comparacion con las

otras técnicas antigénicas en las que el resultado solo es cualitativo (60, 61).
» Técnicas de EIA de membrana

Son métodos cualitativos, rapidos y faciles de realizar que se presentan en
pruebas individualizadas. Para su realizacion se requiere un equipamiento minimo y el

resultado, que se lee visualmente, se obtiene en menos de 30 minutos (60,61).
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Deteccion de antigenos de norovirus

Existen dos métodos de EIA comercializados para el diagnodstico de norovirus:
IDEIA® Norovirus (Oxoid, Thermo Fisher Scientific) y RIDASCREEN ® Norovirus (R-
Biopharm). El ensayo IDEIA Norovirus muestra una reactividad mdas amplia,
detectando una mayor variedad de genotipos que el RIDASCREEN. En todos los casos
se recomienda confirmar los resultados del EIA por RT-PCR. La escasa sensibilidad de
los métodos EIA hace que sean poco eficaces en el diagnostico de casos esporadicos de
gastroenteritis, pero si tienen aplicacion en el estudio de brotes epidémicos de los que se
disponga un namero amplio de muestras (al menos 5-10) procedentes de individuos
afectados (60,61). Una evaluacion de ambos métodos llevada cabo en Espafia por
Wilhelmi de Cal y cols. (62), considerando la RT-PCR la técnica de referencia,
determind que la sensibilidad de IDEIA Norovirus y de RIDASCREEN Norovirus es
del 76,9% y del 59%, respectivamente, y la especificidad del 85,9% y del 73,1%,
respectivamente. Se concluy6 que estos tests pueden ser usados en laboratorios clinicos,

pero deben mejorarse.
Deteccion de antigenos de astrovirus

Desde hace afios se dispone de un EIA comercializado (IDEIA® Astrovirus,
Oxoid) basado en anticuerpos monoclonales y policlonales frente a antigenos
conservados de la capside virica, con una sensibilidad (91%) y una especificidad (98%)
similares a las de la IME. En 1995 se desarroll6 un EIA para tipificar astrovirus en
muestras humanas (TYPE-EIA), basado en anticuerpos monoclonales frente a los
distintos serotipos para capturar los antigenos y un anticuerpo monoclonal reactivo de

grupo (8E7) como anticuerpo detector (60,61).
Deteccion de antigenos de adenovirus

El diagnostico habitualmente se realiza por métodos de ICG, aglutinacion de

particulas de latex, y EIA.

Es importante distinguir si el método que se utiliza detecta antigeno de género
(antigeno comun de hexdn) o antigenos especificos de los serotipos 40 y 41, pues sélo

en este ultimo caso el diagnostico serd atribuible a estos adenovirus entéricos (60,61).
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Técnicas Nombres comerciales

Combi-Strip (Coris Bioconcept)
GastroVir-Strip (Coris Bioconcept)
Biorapid Rota/Adeno (Biokit)

Simple Rota-Adeno (Operon)
Combo-Strip (Real)

Rotascreen” Dipstick (Microgen Bioproducts)

ICG para RV/ADV Diarlex Rota-Adeno (Orion Diagndstica)
VIKIA Rota-Adeno (bioMérieux)
RIDA® Quick Rotavirus/Adenovirus Combi (r-Biopharm)
Rotavirus CerTest- solo RV
Rota-Strip (Coris Bioconcept)- sélo RV

Astrovirus CerTest Biotec
IDEIA"Rotavirus (Oxoid)

Premier™ Rotaclone” (Meridian Bioscience)
Pathfinder Rotavirus EIA (Bio-Rad)
RIDASCREEN Rotavirus R-Biopharm
VIDAS Rotavirus (bioMérieux)
Rotascreen”™ EIA (Microgen Bioproducts)

RIDASCREEN ® Norovirus (R-Biopharm)
EIA para NV IDEIA® Norovirus (Oxoid)

Adenovirus RIDASCREEN (R-Biopharm, UK)
Premier Adenoclone- Types 40/41 EIA (Meridian Bioscience)

EIA para ASTV IDEIA® Astrovirus (Oxoid)

EIA de membrana InmunoCard Start! Rotavirus (MeridianBioscience)
Inmunocard Start! Adenovirus (Meridian Bioscience)

Slide Adenokit-Slide Rotakit (bioM¢érieux)

EIA para RV

EIA para ADV

Rotagen (Biokit)
Aglutinacion con Adenogen (Biokit)
latex Rotascreen” Latex (Microgen Bioproducts)

Diarlex Rota-Adeno (Orion Diagndstica)
Pastorex Rotavirus (Bio-Rad)

Tabla 11. Relacion de técnicas comercializadas para el diagnéstico de infecciones por virus entéricos.

1.7.1.4 Técnicas moleculares

Los métodos moleculares, en particular los de PCR, RT-PCR y secuenciacion, se
han desarrollado para los principales virus productores de GEA y constituyen el método
estandar de deteccion y caracterizacion de estos patéogenos en los laboratorios de
investigacion y de referencia (13,20). Estas pruebas tienen el mayor potencial de
sensibilidad y especificidad y se pueden realizar en muestras pequefas con pocos

viriones haciendo posible un diagndstico mas tardio. Como inconvenientes tiene su
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coste econdmico, el riesgo de contaminacion cruzada y su disponibilidad limitada a

ciertos laboratorios (20).
Rotavirus

Las técnicas moleculares de RT-PCR se han generalizado como métodos de
deteccion de rotavirus en heces, en otras muestras clinicas (suero, LCR) y en muestras
ambientales utilizando cebadores especificos de los segmentos génicos que codifican las
proteinas VP6, VP7 y VP4. Se trata de métodos “in house” (caseros) que requieren la
visualizacidn de los productos amplificados en geles de agarosa tefiiddos con bromuro de
etidio y que posteriormente permiten ademas la identificacion de los genotipos
detectados. Estas técnicas mejoran la sensibilidad de los métodos inmunoenzimaticos,
aunque no proporcionan informacion cuantitativa. En los Ultimos afos se han
desarrollado instrumentos y técnicas de PCR a tiempo real que detectan y cuantifican la
concentracion de virus en la muestra. Ademas, todo el analisis se realiza en un solo tubo
y se reduce el tiempo necesario para disponer de los resultados (60,61). Las técnicas de
biologia molecular han permitido conocer cudles son los genotipos circulantes
prevalentes en todo el mundo y los cambios a lo largo del tiempo antes y después de la

implantacion de la vacuna frente a RV (13).
Norovirus

Los métodos de biologia molecular son el principal medio diagnodstico para los
calicivirus y otros virus para los que no se dispone de técnicas inmunologicas
estandarizadas. Ademas, son los métodos de eleccion para conocer la distribucion de los
genotipos circulantes de estos virus y su variacion geografica y temporal (13). El
desarrollo de estos métodos ha permitido conocer méas ampliamente el papel etioldgico

de los NV en epidemias y gastroenteritis esporadica donde estaban subestimados (54).

Se han descrito muy diversos pares de cebadores para amplificar secuencias
diana, generalmente del gen de la ARN polimerasa virica, aunque también del gen de la
capside. La posterior secuenciacion de los amplificados obtenidos permite identificar el
genogrupo (I o II) y el genotipo de la cepa de NV detectada (GI.1 a GL.8 y GII.1 a
GIIL.17) (60). También se disponen de técnicas de RT-PCR en los laboratorios mas
importantes (61).
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Astrovirus

Se han desarrollado distintos métodos de RT-PCR para diagnosticar infecciones
por ASTV. Para aumentar la sensibilidad de la RT-PCR se ha combinado el aislamiento
en cultivo celular con la RT-PCR, con buenos resultados. Existen también

comercializados métodos de RT-PCR para diagnostico de calicivirus y astrovirus

(Argene®) (60,61).
Adenovirus

Se puede realizar PCR con oligonucledtidos especificos, tanto PCR
convencional como a tiempo real. Otros métodos de caracterizaciéon de ADV entéricos
son el analisis de polimorfismos de fragmentos de restriccion (RFLPs), la hibridacion

en dot -blot, y la secuenciacion de los productos amplificados (60,61).

La tabla 12 recoge las técnicas disponibles para cada virus.

Procedimiento Virus buscado
Pruebas de deteccion de antigeno
ICD Rotavirus, Adenovirus
EIA Rotavirus, Adenovirus, Norovirus, Astrovirus
EIA de membrana Rotavirus
Aglutinacion de particulas de latex Adenovirus
Técnicas de biologia molecular
Extraccion acidos nucleicos Rotavirus, Adenovirus
RT-PCR Rotavirus, Adenovirus, Norovirus, Astrovirus
PCR-t real Rotavirus, Adenovirus, Norovirus
RFLPS Adenovirus
Hibridacion en Dot-blot Adenovirus
Tabla 12. Resumen de los procedimientos para el diagnéstico de GEA de origen virico.

1.7.2 INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Todos los resultados positivos deberan en principio informarse como indicativos
de la presencia del virus detectado en la muestra, a no ser que deban confirmarse por un
método con mayor especificidad. Los resultados obtenidos con técnicas consideradas de
cribado (ICG, latex) deberian ser confirmados por un EIA de captura o por una técnica

molecular.

S
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En condiciones oOptimas, los resultados de las técnicas de PCR deberian
confirmarse por hibridacion con sondas especificas (Southern blot) o por secuenciacion

de los amplificados.

Existen infecciones por virus entéricos sintomaticas y asintomaticas, por lo que
es posible la deteccion de un virus patdgeno intestinal en ausencia de sintomatologia. Es
también factible el aislamiento de mas de un virus distinto, pues son posibles las
infecciones mixtas, sobre todo como consecuencia de una transmision hidrica o por
alimentos contaminados de la infeccion. En estos casos también son posibles las
infecciones mixtas por patdgenos bacterianos y viricos (60). Se debe tener precaucion
cuando los bebés que se evalian con GEA han recibido recientemente la vacuna contra
el rotavirus. Estos nifios pueden tener antigeno detectable de 3 a 9 dias después de la
vacunacion, con un pico de eliminacion observado entre el sexto y octavo dia tras la

administracion de la vacuna (20).

En los brotes epidémicos se considera necesario demostrar la presencia del
mismo agente en al menos un 50% de las muestras analizadas para poder atribuirle la

etiologia del brote (60).

1.8 TRATAMIENTO

El objetivo principal del tratamiento de la GEA es evitar la deshidratacion. Para
ello, los pilares fundamentales son la reposicion de liquidos, el apoyo nutricional y el
alivio sintomatico (20). La administracion de liquidos debe realizarse por via oral y la

alimentacion ha de introducirse de forma precoz (37).
1.8.1 REPOSICION DE LiQUIDOS

Las soluciones de rehidratacién oral (SRO) son las indicadas y recomendadas
por los organismos y las sociedades cientificas principales como la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), UNICEF, la Academia Americana de Pediatria (AAP) o la
Sociedad Europea de Gastroenterologia Hepatologia y Nutricion Pediatrica
(ESPGHAN) (1,4,47). Las SRO son el tratamiento de eleccion en los casos de

deshidrataciéon leve y moderada, incluso se ha equiparado su eficacia a la rehidratacion
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v en algunos estudios en situaciones de rehidratacion severa (1). Las tasas globales de
cobertura de SRO son inferiores al 50%. El tratamiento oral es mas eficaz y menos
invasivo que la rehidratacion iv y reduce la hospitalizacion en paises desarrollados y en
paises en vias de desarrollo. Por lo tanto, debe ser promovida la administracion de SRO

(1,4).

La primera SRO fue disefiada por la OMS para combatir la diarrea por colera y
tenia una elevada osmolaridad (311 mmol/l), ya que estos sujetos tienen pérdidas
fecales de sodio de hasta 90-120 mmol/l. Esta solucion también tenia eficacia para la
diarrea producida por otros patdgenos, sin embargo, la pérdida fecal de sodio producida
por RV no suele sobrepasar los 30-40 mmol/l. En los paises desarrollados la ausencia de
colera y en general, el adecuado estado nutricional y niveles de sodio corporal en nifios
llevaron al desarrollo por consenso de SRO que contienen menos cantidad de sodio.
Ambas soluciones son seguras y eficaces en el tratamiento de la deshidratacion asociada
a la diarrea aguda (37), pero las de menor osmolaridad tienen mejor resultado clinico y
se asocian a menor produccion de heces, menos vomitos, menor riesgo de hiponatremia
y una menor necesidad de infusiones iv en comparacion con la SRO estandar (1,4). Por
este motivo la OMS cambid su recomendaciéon en el afio 2002 por una SRO de baja

osmolaridad pasando a 245 mmol/l con 75 mmol/l de sodio (4).

El uso de SRO de osmolaridad reducida como tratamiento de primera linea de la
GEA tiene el maximo grado de recomendacion y evidencia cientifica 1A (1). Solo estas
soluciones tienen las proporciones adecuadas de agua y electrolitos para reponer las
pérdidas producidas por las heces y los vomitos. La tabla 13 recoge las caracteristicas

de las distintas soluciones de rehidratacion oral comercializadas en Espafia.
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Glucosa INES K" Cr Citrato Osm
(mmol/l) (mEg/l) | (mEg/l) [ (mEg/l) | (mmol/l) | (mOsm/l)
75 75 20 65 10 245

OMS (osm
reducida)
ESPGHAN J5-ILE 60 20 25-50 10 200-250
(glucosa/Na<2)
Bi-oralsuero 80,5 59,7 20,1 38 13,9 212
Bi-oralsuero baby 80,5 59,7 20,1 37,9 13,9 212
Cito-Oral 90 60 20,2 50 10 230
CltoOratdunior 89,9 624 225 50 21,7 261
Zinc
Citorsal 278 50 20 30 35 420
Isotonar 110 48 20 39 10 230
Miltina Electrolit 89 60 20 50 10 230
Oralsuero 80,5 60 20 38 14 211
Recuperat-ion 80 60 20 38 14 212
Sueroral 111 90 20 80 10 311
Sueroral hiposodico 111 50 20 41 10 232

Tabla 13. Soluciones de rehidratacion oral comercializadas en Espaia.

Se deben evitar zumos de frutas, bebidas deportivas, té y refrescos en el manejo
de la GEA, ya que muchas de estas bebidas tienen una alta osmolaridad debido a su alto
contenido de azucar y contienen poca cantidad de sodio y potasio. El uso de estos
fluidos se relaciona con un aumento de la produccion de heces y riesgo de hiponatremia
(47). Tampoco hay evidencias suficientes para recomendar o no SRO enriquecidas con
zinc o prebidticos con respecto a la estandar. En cuanto al sabor, la eficacia de las SRO
con sabores frutales es similar a la estandar aunque pueden ser mejor aceptadas (1). La
tabla 14 muestra los componentes que se le anaden a las SRO para mejorar su eficacia y

su nivel de evidencia.

Cuando la rehidratacion oral no es tolerada se recomienda la rehidratacion
enteral a través de sonda nasogastrica antes de pasar a la terapia iv. Esta forma de
reponer liquidos se asocia significativamente con un menor nimero de eventos
adversos, una estancia hospitalaria mas corta y una reduccion en la necesidad de ingreso
que la rehidratacion iv, obteniéndose ¢éxito en la mayoria de los nifios. Esta

recomendacion también posee un grado de evidencia IA.
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Produccion de acidos grasos
Almidon amilasa- de cadena corta que

resistente/goma guar favorecen la reabsorcion de

aguay Na' en el colon

Carbohidratos no

absorbibles Similar al grupo anterior

Favorecer la reabsorcion de
Glutamina agua por transporte
combinado con aminoacidos
El déficit de Zinc se asocia a
una disminucién en la
reabsorcion de agua y
electrolitos

Probiéticos Efecto trofico, competitivo

Tabla 14. Componentes afnadidos a las SRO.

Componente Funcionalidad Recomendacion

No existe evidencia para su
uso sistematico en los nifios
con GEA

No existe evidencia para su
uso sistematico en los nifios
con GEA
No existe evidencia para su
uso sistematico en los nifios
con GEA
Reduce la severidad de la
diarrea en nifios malnutridos.
No estudios fiables en
nuestro medio
El uso de SRO con
probioticos mejora la
evolucion y pronostico de las
GEA

La hidratacién iv es requerida en determinadas situaciones que corresponden a
casos severos. En la tabla 15 se recogen las indicaciones de rehidratacion iv. En el caso
de los nifios en terapia intravenosa, deberian pasar a la rehidratacion oral tan pronto

como las indicaciones de rehidratacion parenteral hayan cesado (1).

| Indicacién de rehidratacion intravenosa
Shock
Deshidratacion con alteracion del nivel de conciencia
Deshidratacion con acidosis grave
Empeoramiento de la deshidratacion
No mejoria con terapia de rehidratacion oral/enteral
Vomitos persistentes con terapia de rehidratacion oral/enteral
Distencion abdominal severa
fleo

Tabla 15. Indicacién de rehidratacién intravenosa.

1.8.2 APOYO NUTRICIONAL

La introduccién de una dieta normal adecuada a la edad tras unas pocas horas (2-

4 horas) de rehidratacion o continuar la dieta habitual si no hay deshidratacién ha
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demostrado que acorta la duracion de la enfermedad (1,4,37,47). La realimentacion
temprana se recomienda en el manejo de la gastroenteritis aguda porque los contenidos
luminales son un factor de crecimiento conocido para los enterocitos promoviendo la
recuperacion de disacaridasas, la absorcidon de nutrientes y el aumento del peso. Ayuda

a la reparacion de la mucosa después de la lesion (1, 37).

No esta indicado interrumpir la lactancia materna y los lactantes alimentados
con leche artificial deben continuar con su formula habitual sin diluir ni utilizar
féormulas sin lactosa o modificadas (1,4,37,47). La restriccion de lactosa podria ser util
en los casos de diarrea en nifios desnutridos, enteropatia severa o diarrea prolongada
con signos de intolerancia secundaria (47). Una revision Cochrane evalu¢ la eficacia de
dietas sin lactosa versus dietas que contienen lactosa en nifios menores 5 afios de edad.
Se revisaron 33 ensayos realizados en paises de renta media-alta, de los cuales 29
fueron en pacientes hospitalizados. Los productos sin lactosa se asociaron con una
reduccion de la diarrea en nifos hospitalizados de aproximadamente 18 horas. Los datos
fueron, sin embargo, diferentes en pacientes ambulatorios (1). La realimentacion precoz

no se ha asociado a aumento de la morbilidad (37).
1.8.3 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

De forma general no estan indicados medicamentos en el manejo habitual de la
GEA en nifios (4). Sin embargo, en ciertas indicaciones algunos farmacos y/o
suplementos pueden ser beneficiosos ya que acortan la duraciéon del proceso o la

capacidad de tolerar la SRO.
1.8.3.1 Antieméticos

El objetivo de aliviar los vomitos surge para evitar una mayor deshidratacion y
la necesidad de terapia iv con hospitalizacion posterior. Antieméticos como la
metoclopramida, no estan recomendados en el manejo de la GEA en nifios (1). La
metoclopramida se ha demostrado ser mas efectiva que el placebo, pero la tasa de

reacciones extrapiramidales con su uso es de hasta 25% en los nifios (1,47).

El ondansetron es un antiemético antagonista selectivo de los receptores de la

serotonina y ha demostrado ser eficaz administrado oral o iv en dosis Unica. Este
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farmaco se asocia a una disminucién del riesgo de vomitos persistentes, reduccion de la
necesidad de terapia iv y de la necesidad de ingreso. Comparado con placebo,
ondansetron aumenta significativamente el volumen de las heces. So6lo la Sociedad
Pediatrica Canadiense ha recomendado la terapia de ondansetron oral en una dosis
unica, para los nifios de 6 meses a 12 afios de edad con vomitos relacionados con
sospecha de GEA, y que tienen deshidratacion de leve a moderada o que han fracasado

la terapia de rehidratacion oral (1,47).
1.8.3.2 Antidiarreicos

Este conjunto de farmacos, cuyo fin es disminuir la cantidad de heces a través de
diferentes mecanismos, no estan recomendados para el manejo de la GEA pediatrica por
sus efectos adversos y dudosa eficacia (1,4,47). Antimotilicos o antiperistalticos como
la loperamida causan ileo, somnolencia y nduseas en nifios menores de 3 afos al ser
agonista de receptores opiaceos (1,47). Absorbentes como la diosmectita ofrece
resultados dudosos y el carbon activado no se recomienda (1). Antisecretores como las
sales de bismuto tienen eficacia limitada (47). El racecadotrilo es un inhibidor de la
encefalinasa y actia como antisecretor inhibiendo la secrecion de agua y electrolitos sin
efecto sobre la motilidad intestinal. Un meta-analisis reciente evalu6 su eficacia como
complemento de la SRO en comparacion con SRO sola o con placebo. En los estudios
de pacientes hospitalizados, la relacion media de deposiciones racecadotrilo/placebo se
redujo (p<0,001). En estudios de pacientes ambulatorios, el nimero de deposiciones
diarreicas fue menor en el grupo del racecadotrilo (p<0,001) (1,47). El racecadotrilo se

podria contemplar en el manejo de la diarrea aguda con un grado de evidencia IIB (1).
1.8.3.3 Antimicrobianos

La terapia antinfecciosa no se debe dar en la inmensa mayoria de los nifios con
GEA. Los antibidticos en caso de etiologia bacteriana se reservan para casos
particulares, ya que pueden tener efectos adversos como aumentar la fase de portador y
recaidas en el caso de Salmomnella o incrementar el riesgo de sindrome hemolitico
urémico en caso de toxina Shiga producida por Escherichia coli (47). En la tabla 16 se
recogen las principales situaciones en las que esta indicada la terapia antibidtica en caso

de GEA. No se recomiendan los antivirales (1).
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Shigella Si existe alto grado de sospecha 0 comprobacion por
cultivo

Sepsis
Manifestacion extraintestinal
Menores de 3 meses de edad
Nifios inmunocomprometidos
(inmunodeficiencia, tratamiento corticoideo o inmunosupresor,
asplenia anatomica/funcional)
Enfermedad inflamatoria intestinal
aclorhidia

Agente infeccioso Indicacion de tratamiento antimicrobiano

Salmonella

Campylobacter En su forma disentérica para reducir contagio

En la diarrea del viajero

Giardia lamblia
Cryptosporidium

Inmunodeprimidos o casos severos

Tabla 16. Indicacién de tratamiento antimicrobiano en la GEA.

1.8.3.4 Suplementos: zinc, prebidticos y simbioticos, probioticos
Zinc

El zinc es un micronutriente esencial que protege a las células de lesion
oxidativa. En los casos de diarrea aguda o cronica, hay una pérdida significativa de zinc
a nivel intestinal (47). En los paises en desarrollo los nifios mayores de 6 meses pueden
beneficiarse de la utilizacion de zinc en el tratamiento de GEA; sin embargo, en las
regiones donde la deficiencia de zinc es rara, no se benefician de su uso, con un grado
de recomendacion IA (1). Sin embargo, en 2004 se aconsejé por parte de la OMS y
UNICEF anadir zinc a las SRO en todos los paises (4,47) tras el cambio de sus
recomendaciones de bajar a SRO de baja osmolaridad. En los paises donde se han
introducido las nuevas SRO vy el zinc, la tasa del uso de SRO ha aumentado (4). El zinc
parece poseer un mayor efecto sobre la duracion de la diarrea que sobre el numero y el

volumen de las deposiciones, pudiendo aumentar los vomitos (1).
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Prebioticos y simbioticos, probidticos

Los prebioticos son alimentos funcionales no digeribles, generalmente
fructooligosacaridos, que promueven el mantenimiento y la funcionalidad de los
organismos que forman la flora intestinal. Segin la OMS, los probiodticos son
microorganismos vivos que administrados en cantidades suficientes producen efectos
beneficiosos para la salud. Los probidticos pueden proteger al huésped de los gérmenes
patogenos por dos mecanismos principales: la resistencia a la colonizacién o efecto
barrera y la modulacion de los mecanismos de defensa del huésped. Por una parte
pueden inhibir competitivamente la adhesion microbiana, sintetizar componentes que
inhiben o destruyen patogenos, estimular la respuesta inmune a los patdgenos o
competir por el consumo de nutrientes necesarios para el crecimiento bacteriano. Los

simbioticos son preparados que contienen la combinacion de prebiodtico y probiotico.

Los prebidticos no se recomiendan y los simbioticos precisan de mas evidencias

para ser recomendados (1, 47).

En cuanto a los probioticos, la administracion de determinadas cepas como
complemento a la SRO, han demostrado que son capaces de reducir la duracién de la
diarrea y disminuir la duracion e intensidad de los sintomas de GEA. El uso de
probidticos tiene un alto grado de recomendacion IA (1,4,20). Los mecanismos de
accion de los probidticos son dependientes de la cepa. Las cepas que han demostrado
evidencia para ser recomendadas son: Lactobacilus rhamnossus GG, Sacharomyces
boulardii, Lactobacillus reuteri ATCC 55730, Lactobacillus casei DN-114 001,
Bifidobacterium lactis 'y Streptococcus thermophilus. Los probioticos reducen la
duracion de la diarrea en 1-2 dias (4,47) y es importante administrarlos en los 2-3
primeros dias del proceso. Los efectos de los probiodticos son mas consistentes en caso
de etiologia viral y en concreto de rotavirus (4). También se han mostrado eficaces en

reducir la estancia media hospitalaria en 1,12 dias (1).

Probidticos combinados con otros farmacos como la nitazoxanida, un agente
antiparasitario utilizado para tratar Cryptosporidium y Giardia, reduce la duracion
media de hospitalizacion y duracion de la diarrea significativamente en comparacion

con la terapia con SRO sola (20).

51

Gastroenteritis virvales de origen comunitario en nifios menoves de 5 arios ingresados en
Gran Canaria



Introduccion

1.8.4 MANEJO TERAPEUTICO

Ante un nifio con GEA el manejo seria el siguiente (63):

1.8.4.1 Paciente no deshidratado

Valorar la presencia de factores de riesgo de deshidratacion: lactante de corta
edad, pérdida rapida e importante de liquidos o ingesta reducida, mal estado
general, incapacidad del cuidador para administrar SRO.

Sin factores de riesgo: manejo domiciliario, continuando con alimentacion
adecuada a la edad y dando aportes suplementarios de liquidos (10ml/Kg por
cada deposicion diarreica y 2ml/kg por cada vomito).

Con factores de riesgo: misma actitud, pero manteniendo al nifio en observacion
un tiempo prudencial para asegurarnos de que mantiene una buena hidratacién

con una ingesta adecuada de liquidos.

1.8.4.2 Deshidratacion leve

Si presenta vomitos: probar tolerancia con SRO en pequenas cantidades (5ml
cada 5 minutos durante una hora) y si sigue sin tolerar tras varios intentos pasar
a rehidratacion con sonda nasogéstrica o intravenosa.

Si tolera: rehidratacion oral con SRO reponiendo el déficit estimado (50ml por
Kg) en 4 horas

Tras completar la rehidratacion: reiniciar la alimentacion normal adecuada para
su edad, suplementando con SRO para las pérdidas mantenidas (10ml/Kg por

cada deposicion diarreica y 2ml/kg por cada vomito).

1.8.4.3 Deshidratacion moderada

Si presenta vomitos: la misma actitud que en el caso anterior (probar tolerancia).
Si tolera: rehidratacion oral con SRO, reponiendo el déficit estimado (alrededor
de 100 ml/kg) también en 4 horas.

Tras completar la rehidratacion: la misma actitud que en la deshidratacion leve

(reiniciar alimentacion normal, reponiendo las pérdidas mantenidas con SRO).

El proceso de rehidratacion se completaria bajo supervision médica, pudiendo dar el
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alta tras finalizar el mismo y siempre que no tengamos dudas diagnosticas.

1.8.4.4 Deshidratacion severa

Es indicacion de rehidratacion intravenosa. La figura 8 muestra un algoritmo de

tratamiento en funcidon del grado de deshidratacion observado. En la tabla 17 se

muestran las situaciones en las que se debe acudir a ser valorado por un pediatra.

DIARREA AGUDA

DA no inflamatoria

DA sin deshidratacion

DA con deshidratacion

DA inflamatoria
(heces con sangre/moco)
Factores de riesgo*

Lactancia materna a demanda
Alimentacion normal
Aumentar aporte liquidos

Moderada
6-9%

SRO Ingreso
segun DH hospitalario
ATB segliin

coprocultivo

Reponer pérdidas mantenidas
10ml/kg por deposicion
2-5ml/kg por vomito

1? fase de rehidratacion
con SRO

- Reponer déficit:
30-50ml/kg en 3-4h
60-100ml/kg en 3-4h

- Lactancia materna

a demanda

Ingreso hospitalario
Rehidratacion por SNG
Ondansetron

2° fase de mantenimiento
- Realimentacion precoz

segun edad

- Lactancia materna

a demanda

- Probiotico

-Reposicion de pérdidas

mantenidas

Voémitos
incoercibles

Figura 8. Algoritmo de tratamiento segun el grado de deshidratacion.
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Signos de deshidratacion

Alteracion nivel de conciencia

Nifios pequefios (menores de 6 meses/ 8 Kg de peso)

Fiebre >38° en menores de 3 meses o > 39° en nifios entre 3-36 meses
Sangre visible en heces

Diarrea de alta produccion en volumen y frecuencia

Vomitos persistentes

Respuesta suboptima de la TRO o incapacidad del cuidador para administrar TRO
No mejoria en 48 horas /exacerbacion de los sintomas
Empeoramiento estado general

Anuria en las 12 horas previas

Historia de prematuridad, enfermedades cronicas o enfermedad concurrente
Tabla 17. Indicaciones de consulta médica.

1.9 PREVENCION Y VACUNAS

La prevencion es la medida mas importante en el manejo de las enfermedades
diarreicas. Las vacunas no estan disponibles actualmente para todos los patogenos
entéricos, por lo que los esfuerzos para interrumpir la transmisioén de la infeccién son
cruciales. Las medidas mas importantes para prevenir la propagacion de patdgenos
entéricos incluyen el saneamiento adecuado en los métodos de elaboracion y
preparacion de alimentos, los suministros de agua potable, la pasteurizacion de la leche,
la higiene adecuada de las manos, el alcantarillado, la exclusion de las personas
infectadas de manipular alimentos o la prestacion de servicios de salud, y la exclusion
de las personas con diarrea para el uso del agua publica de recreo. Los procedimientos
mas importante para reducir al minimo la transmision fecal-oral en guarderias son las
medidas de higiene de manos frecuente, combinadas con la formacion del personal y el
seguimiento de los procedimientos empleados (37). La promocién de la lactancia
materna y un adecuado estado de nutricion ayudan a la disminucién de la

morbimortalidad (5).

Las primeras lineas de defensa contra cualquier enfermedad infecciosa son la
higiene de las manos y los esfuerzos en el saneamiento; la infeccion por rotavirus no es
una excepcion. Sin embargo, aunque las mejoras en la calidad del agua, la vivienda y
las infraestructuras sanitarias, ha reducido la frecuencia de la GEA causada por otros

patogenos entéricos como bacterias o parasitos, la magnitud de la infeccidon por agentes
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viricos como el RV no ha disminuido en igual medida (20). Por tanto, son necesarias

otras medidas en la prevencion, y ese lugar lo ocupan las vacunas.
1.9.1 VACUNAS

El desarrollo de vacunas contra el rotavirus ha tenido una serie de
inconvenientes. Las primeras vacunas se realizaron con cepas atenuadas de origen
animal, pero aunque sus resultados en paises desarrollados fueron positivos, éstos no se
acompaiiaron de la misma eficacia reduciendo la mortalidad en los paises en desarrollo.
La primera vacuna recombinante se comercializo en EEUU en 1998, RotaShield”
(Wyeth®). Se trataba de una vacuna tetravalente para la inmunizacion rutinaria de los
lactantes (64). En 1999, la produccion se detuvo después de que la vacuna se asociara a

la invaginacion intestinal (4). Esto retraso el desarrollo de nuevas vacunas casi una

década (20).

La OMS en coordinacion con los Centros de Control y Prevencion de
Enfermedades, desarrollan a principios de siglo redes de vigilancia para casos graves de
enfermedad por rotavirus que requieren hospitalizacion. Por medio de estas redes, se
confirmo que el desarrollo y la introduccion mundial de vacunas contra el rotavirus es

una estrategia clave para reducir la carga de esta enfermedad (51,64).

En el afio 2006 se comercializan dos tipos de vacunas atenuadas frente al RV.
Rotarix” (GlaxoSmithKline Biologicals®, Wavre, Bélgica) y RotaTeq"” (Merck & Co°,
West Point, PA, EEUU, Sanofi Pasteur MSD©, Europa). Rotarix® es una vacuna
monovalente oral basada en una cepa atenuada del RV GI1P[8] (cepa vacunal RIX4414)
humano y se administra por via oral en dos dosis, a los 2 y 4 meses de edad. RotaTeq"
es una vacuna pentavalente viva atenuada oral que utiliza la cepa de rotavirus bovino
WC3. Contiene cinco cepas atenuadas, obtenidas por recombinacion genética entre esta
cepa y cepas de rotavirus humanos, que expresan cada una los antigenos G1, G2, G3,G4

y P[8]. Se administra con una pauta de 3 dosis a los 2, 4, y 6 meses de edad (26,51,65).

Los ensayos iniciales de estas vacunas realizados en Europa y América,
demostraron una eficacia del 85-95% para la diarrea grave por RV reduciendo la
hospitalizacion y 72-74% de proteccion contra toda infeccion por rotavirus (66). No se

asociaron a aumento de los casos de invaginacion intestinal (20, 51).
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En 2006, la OMS recomendo la introduccidon de estas vacunas en América y
Europa. Paises como Nicaragua, Venezuela, México, Brasil, Panama y El Salvador
introdujeron la vacuna en sus calendarios de inmunizacion. EEUU fue el primer pais

desarrollado en administrar la vacuna en su calendario, también ese mismo afio (51).

La introduccion de estas dos vacunas ha dado como resultado una reduccion
significativa en el nimero de casos de gastroenteritis grave en los paises desarrollados.
Al afio siguiente de la aplicacion de la medida en EEUU, la magnitud de la carga
producida por el RV se redujo a la mitad. También se produce un descenso en las
muertes infantiles causadas por la GEA por RV en los paises en desarrollo donde se ha

introducido el uso de la vacuna (16,20,67).

En el afio 2009, la OMS aumentd sus recomendaciones basandose en estos
resultados, aconsejando la inclusidén de la vacuna contra el RV en todos los paises. Se
considera que debe hacerse un especial esfuerzo en las naciones que tengan cifras en las

que la mortalidad asociada a diarrea sea >10% en nifios menores de 5 afios (20,67).

Actualmente, ambas vacunas estdn ampliamente distribuidas a nivel mundial y
son recomendadas por organismos como la Sociedad Europea de Enfermedades
Infecciosas Pediatricas (ESPID), ESPGHAN y la Academia Americana de Pediatria
(AAP) (26). En el panorama mundial actual existe diversidad entre los distintos paises,
encontrando naciones con la vacuna incluida de forma sisteméatica en el calendario de
Inmunizaciones, naciones que autorizan su comercializacion sin ser sistematica y
estados que no tienen acceso a la vacuna. Ademas, los distintos paises optan por una
vacuna para sus programas o incluso comercializan las dos de forma simultdnea. Espafia
no tiene la vacuna en su programa sistematico de vacunacidon, a pesar de estar
recomendado por la Asociacion Espafiola de Pediatria (AEP) en su calendario.
Solamente se dispone de Rotateq”, ya que Rotarix” no se encuentra en las farmacias
espaiolas desde 2011 por decision de la Agencia Espanola de Medicamentos y
Productos Sanitarios (AEMPS), a pesar de la autorizacion de la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) (26,51,65). Las coberturas alcanzadas en Espaiia difieren de una
comunidad autébnoma a otra, oscilando entre el 26 % de Baleares y el 71% de la
Comunidad de Madrid. Canarias alcanza una cobertura del 54% y en la provincia de Las
Palmas del 50% a marzo de 2015 (figura 9). En la tabla 18 se muestra la evolucion de
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las coberturas vacunales en la provincia de Las Palmas, Canarias y Espana desde el afo

2007 a marzo de 2015.

Porcentaje de cobertura vacunal

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

11 35 45 18 18 37 41 46 50

Canarias 12 34 46 20 22 42 45 49 54

17 35 38 18 23 40 43 47 48

Tabla 18. Evolucion de la cobertura vacunal.

MAPA DE COBERTURAS DE RV POR CCAA ESPANA 2015

'y
- 5a%,

IMS Health: ventas mensuales a marzo 2015

Figura 9. Mapa de coberturas vacunales de RV en las comunidades auténomas espaiiolas a marzo de 2015.

Las vacunas confieren inmunidad basandose en la circunstancia que se observa
en la historia natural de la infeccion por RV. Las infecciones por este germen, sean
sintomaticas o no, proporcionan proteccion parcial y creciente ante futuros contactos
frente a la misma cepa (inmunidad homotipica) y ante cepas diferentes (inmunidad
heterotipica) desarrollandose cuadros cada vez mas leves (26,51). Esto puede provocar

57

Gastroenteritis virales de origen comunitario en nirios menoves de 5 arios ingresados en
Ggran Canaria




Introduccion

que el uso generalizado de estas vacunas produzca presiones selectivas sobre los RV
humanos, desencadenando cambios genéticos y antigénicos que disminuyan la eficacia
de los programas de vacunas. Por tanto, la importancia de la vigilancia de las cepas

circulantes y su evolucion es muy importante (16).

Existen otras vacunas de menor distribucion. En China, la vacuna monovalente
contra el rotavirus del cordero Lanzhou, que se basa en la cepa atenuada de cordero
G10P[12]. En el Reino Unido, vacunas orales tetravalentes que combinan una cepa
bovina G6P[7] con los antigenos humanos G1-G4 desarrolladas por el Instituto
Nacional de Salud humano-bovinas y que tienen licencia para la fabricacion de varias

compaiiias farmacéuticas en China, Brasil y la India (51).

El aumento del papel de los NV tras la mejora y el acceso a las técnicas
diagnosticas y la reduccion de la carga producida por el RV a raiz de la vacuna, lo hace
candidato al desarrollo de inmunizacion especifica. Sin embargo, la principal limitacion
para el desarrollo de vacunas es la dificultad de establecer un sistema de cultivo celular.
Una de las estrategias mas prometedoras consiste en la produccion de particulas
similares a virus (VLP) recombinantes expresadas en baculovirus o en plantas
transgénicas, ya que se ha demostrado que son inmunogénicas y seguras cuando se
inoculan oralmente a voluntarios. No obstante, existen muchos retos en el desarrollo de
una potencial vacuna, como son el conocimiento insuficiente de la correlacion entre
inmunidad y proteccion, la breve duracion de la inmunidad, la ausencia de proteccion

cruzada y la existencia de multiples tipos genéticos y antigénicos de NV (3,28).
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2. JUSTIFICACION

La gastroenteritis aguda es un problema de dimension mundial que afecta a
todos los paises. En funcion de su nivel econdmico e infraestructuras sociosanitarias, las
naciones tendran un problema de morbilidad y gasto econdémico, con un elevado
consumo de recursos sanitarios, a lo que se le puede anadir una elevada mortalidad

infantil.

Esta relacion de la economia con la morbimortalidad para la gastroenteritis
aguda en general, se ha puesto de manifiesto en zonas geograficas y continentes
diferentes para el rotavirus en particular. En la region del norte de Africa y Oriente
Medio definida por la OMS como region geopolitica del Mediterraneo Oriental, paises
como Yemen, Irak, Somalia o Suddn presentan elevada mortalidad, en contraste con
Bahrein, Israel o Kuwait cuyo problema de defunciones es menor; no asi como la
hospitalizacion y consultas médicas (19,68). En el Africa subsahariana, contrasta
Nigeria con 71.400 muertes en menores de 5 afos por rotavirus en 2009 con Sudéfrica
con 323 fallecidos (69). En la region europea de la OMS, la mortalidad es mucho
menor, pero se observa el mismo fendmeno. Se estiman aproximadamente 6.500
muertes en esta region, de las que el 93% se concentran en siete paises: Azerbaiyan,
Kazajstan, Kirguistan, Tayikistdn, Turkmenistan, Uzbekistan y Turquia. Se da la
circunstancia que Turquia es quien mas contribuye a la mortalidad siendo de un nivel
econdmico medio superior, porque la mortalidad se concentra en la zona oriental
predominantemente rural, con menor nivel educacional y nutricional (66). En la Union
Europea las muertes son escasas, pero si se producen hospitalizaciones y visitas
médicas, con un coste medio de 1.417 euros por caso, 1.776 euros en Espafia (48). 1 de
cada 5 nifios visitara un médico y 1 de cada 54-67 sera hospitalizado por la enfermedad

causada por rotavirus antes de los 5 afios de edad (23,48,64).

Multiples revisiones y estudios se han llevado a cabo para entender la
enfermedad por rotavirus, sus manifestaciones y particularidades para poder mitigar el
impacto de este virus en la salud y la sociedad mundial. Desde el afio 2001, la OMS
establecid redes de vigilancia hospitalaria para el seguimiento de las diferentes cepas de

rotavirus circulantes en 35 paises (21) que han pasado a ser 44 paises, observandose que
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los serotipos varian entre continentes, regiones y paises. A nivel europeo también
existen redes de vigilancia entre paises asociados y muchas naciones en el mundo
realizan monitorizacién de sus cepas, ya sea a nivel institucional o con estudios
particulares. Existen incluidas las de la OMS, redes de vigilancia con datos de 196
zonas de 59 paises (51). A pesar de que actualmente G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8],
GIP[8] y G12P[8], constituyen la gran mayoria de las cepas aisladas, los porcentajes de
aislamiento varian y cada afo se detectan cepas emergentes diferentes en distintas
partes del mundo y dentro de cada pais que llegan a ser las mas aisladas en afios

sucesivos en zonas diferentes a donde se comenzaron a aislar.

Desde que se introdujo la vacuna contra el rotavirus en 2007, la heterogeneidad
de la situacion es mayor. Existen paises con la vacunacion sistemdtica en los que se
espera que la morbimortalidad disminuya y el papel del rotavirus como productor de
gastroenteritis aguda decrezca, naciones con la vacuna comercializada pero no
sistematica, donde la reduccion serd menor y lugares sin disponibilidad para la vacuna.
Esta situacion afiade mds variables al curso natural de las cepas de rotavirus, ya que se
puede ejercer una presion sobre las cepas recogidas en la vacuna y hacer emerger otras,

asi como aumentar el papel de otros virus.

Por todo lo expuesto, se induce que hacer extrapolaciones sobre la
epidemiologia y las cepas circulantes de RV puede llevar a subestimar lo que ocurre

realmente en una poblacién determinada.

La gastroenteritis aguda producida por norovirus cada vez cobra mas
importancia a nivel mundial, no sélo vinculado a brotes epidémicos, sino como
productor de casos esporadicos. Los norovirus se han convertido en importante causa de
hospitalizacion por gastroenteritis en los niflos de todo el mundo, con prevalencias e
impacto clinico en el mismo rango que el observado para los rotavirus (31). La mejora 'y
el acceso a los métodos diagnosticos adecuados ha puesto de manifiesto que el
norovirus era un agente productor de diarrea aguda fuera de los brotes, antes incluso que
se ejerciera la presion vacunal sobre el rotavirus. En 2008 se detectd el auge de los
norovirus. Sin diferencias significativas, la prevalencia para norovirus parece ser mayor
en Centroamérica, América del Sur y la region del Mediterrdneo Oriental. Algunos
estudios aportaron datos conjuntos de rotavirus y norovirus en nifios hospitalizados;
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siendo practicamente igual de comunes (31). Los norovirus son responsables de mas de
235.000 visitas médicas y 23.000 hospitalizaciones en menores de 5 afios en EEUU,
donde la vacuna contra rotavirus es sistematica (54). En Espafia los norovirus no estan
sujetos a vigilancia especifica; por tanto, los datos que se conocen son los publicados

por algunos estudios (70, 71) que no recogen la situacion en Canarias.

Los astrovirus y adenovirus si han sido considerados como agentes productores
de gastroenteritis aguda en casos esporadicos desde un inicio. Sin embargo, debido a la
magnitud y la importancia del rotavirus junto con el auge de los norovirus, se
consideran como causas menos importantes. De forma andloga a lo que ocurre con los
norovirus, el peso especifico de estos dos virus podria aumentar si en los afios sucesivos

la vacuna de rotavirus alcanzara coberturas altas de manera regular en todos los paises.

En Canarias no se han realizado estudios en este sentido, ni en época prevacunal,
ni al inicio de la comercializacidn, ni en la actualidad donde la cobertura ronda el 50%.
Se desconocen las cepas de RV que circulan en Gran Canaria y los cambios que se han
producido a lo largo de los afios. La distribucion de cepas en Canarias, debido a su nivel
econdmico, se esperaria que tuviera semejanza con Europa. Sin embargo, el
archipiélago canario se encuentra localizado en el continente africano del que recibe
inmigracion, tiene un clima subtropical y ademas forma parte de las rutas comerciales
con Ameérica. Todas estas circunstancias pueden hacer que la realidad de la enfermedad
por rotavirus en Gran Canaria tenga particularidades que no se han descrito. De otra
parte, tampoco se conoce el papel de los norovirus y si tienen un peso tan importante
como el que se le otorga actualmente en casos esporadicos. Los astrovirus y los

adenovirus no han sido evaluados.

Esta tesis pretende aportar la situacion de las gastroenteritis virales en pacientes
ingresados menores de 5 afios de edad en la isla de Gran Canaria al inicio de la
comercializacion de la vacuna del rotavirus, mediante el analisis de la frecuencia,

distribucion y caracteristicas de los distintos agentes causales del cuadro diarreico.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS PRIMARIOS

-Conocer la etiologia de los casos de gastroenteritis aguda en los menores de 5 afios

ingresados en la isla de Gran Canaria.

-Describir los genotipos de rotavirus circulantes que ocasionan hospitalizacion en los

niflos menores de 5 afios en Gran canaria.
-Definir los patrones estacionales, especialmente de rotavirus y sus cepas.

- Identificar factores implicados en la severidad de la gastroenteritis aguda.

3.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

-Describir las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de los pacientes menores de 5
afios ingresados por gastroenteritis aguda en nuestro medio vinculandolas a cada

germen.

-Estimar la incidencia anual de hospitalizaciones debidas a rotavirus y su evolucion en

relacidn con la cobertura vacunal en Gran Canaria.
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4. PACIENTES Y METODOS

Los datos analizados en esta tesis pertenecen al estudio interdisciplinar de
gastroenteritis virales en Espafa, llamado Vigess-net con el cddigo de identificacion
E05-ROT-519. Participan centros hospitalarios de 15 Comunidades Autdnomas
espanolas. El estudio se ajusta a las normas éticas sobre investigacion biomédica con
sujetos humanos (Asambleas Mundiales de Médicos. Declaraciones de Helsinki, Tokio,
Venecia y Hong Kong) y es viable en cuanto a planteamiento cientifico, objetivos,

material y métodos, etc.

El disefio empleado es el de un estudio observacional prospectivo realizado en el
Complejo Hospitalario Universitario Insular Materno Infantil de Canarias (CHUIMIC)
durante 21 meses, en el periodo comprendido entre Mayo 2007 y Marzo 2009,

incluyendo 204 casos.

4.1 CRITERIOS DE INCLUSION

= Nifios menores de 5 afios ingresados en la Unidad de Enfermedades Infecciosas
del Servicio de Pediatria del CHUIMIC por gastroenteritis aguda de mas de 12
horas de evolucion, definiendo ésta como la presencia de 3 o mas deposiciones
blandas o liquidas las ultimas 24 horas. Los sintomas debieron aparecer los
ultimos 7 dias antes de la visita médica y debieron estar precedidos de un
periodo asintomatico de 14 dias.

= Sus padres o tutores debieron aceptar el consentimiento informado.

4.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

= Pacientes que tuvieran diagndstico previo de enfermedad gastrointestinal no
infecciosa cuyos sintomas fueran compatibles con la definicion de GEA
(celiaquia, enfermedad inflamatoria intestinal, Hirschsprung).

» Nifios mayores de 5 afios.
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= (Casos de GEA nosocomial.

* Niflos con diarrea cronica (> de 2 semanas de duracion).

4.3 PROCEDIMIENTO DE RECOGIDA DE DATOS

Cuestionario

A todos los nifios incluidos en el estudio se le asigné un cédigo de identificacion

del paciente.

El cuestionario se cumpliment6 tras la inclusion del paciente durante su estancia

hospitalaria. Este cuestionario recogiod las siguientes variables:

1. Demograficas:

a.
b.

C.

Edad.
Sexo.

Lugar de residencia.

2. Epidemiologicas:

Estancia en el extranjero los ultimos 21 dias indicando zona y pais.

b. Contacto con personas que hayan estado en el extranjero los ultimos 21
dias indicando zona y pais.

c. Contacto con personas afectas de diarrea los ultimos 21 dias.

d. Asistencia a guarderia.
Vacunacion frente a rotavirus indicando tipo, fecha y nimero de dosis.

f. Profesion, dedicacion actual y nivel de estudios materno y paterno.

3. Clinicos:

a. Fecha de ingreso y alta.

b. Dias de ingreso.

c. Fecha de inicio y fin de diarrea.

d. Duracioén de la diarrea.
Desenlace: recuperado, fallecimiento u otro.

f. Complicaciones: sepsis, osteomielitis, malnutricién, diarrea grave

rebelde, intolerancia a la lactosa, alergia a las proteinas vacunas u otras.
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Presencia de vomitos y nimero maximo por dia.

Presencia de fiebre y temperatura méxima.

Caracteristicas de la diarrea: nimero maximo por dia, presencia de moco
0 sangre.

Grado de deshidratacion: ausencia, leve <5%, moderada 6-9% o grave
>10%.

Puntuacion en la escala de gravedad de Ruuska y Vesikari: leve <6,

moderada 7-11, grave >11.

4. Analiticas:

a.
b.
c.

d.

Grupo sanguineo.
Nivel de sodio.
Nivel de potasio.

Niveles de transaminasas: AST, ALT, GGT.

5. Microbiologicas:

a.

b.

Resultado de muestra de heces.

Hemocultivo si procedia.

6. Terapéuticas:

a.
b.
c.

d.

Uso de rehidratacion oral.
Uso de rehidratacion intravenosa.
Uso de antibioéticos.

Uso de probioticos.

4.4 PROCESO DE IDENTIFICACION Y RECOGIDA DE LA MUESTRA

Para la recogida de muestras se utilizo el protocolo aplicado a todo paciente que

ingresa por GEA en la Unidad de Enfermedades Infecciosas del Servicio de Pediatria

del CHUIMIC. De este modo no era preciso recoger muestras de heces ni de plasma

extra, sino que se aprovechaba la solicitada por el médico a cargo del paciente.
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Se recogi6 una muestra de heces de aproximadamente 5 gramos y no menos de
1,5 gramos dentro de los 3 primeros dias y siempre dentro de los 14 desde la aparicion
de los sintomas. Las muestras se mantuvieron y se enviaron refrigeradas a temperatura
de 4 grados centigrados al Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario de Gran
Canaria Doctor Negrin. Los tubos fueron identificados mediante una etiqueta adhesiva

con el mismo cddigo de identificacion del cuestionario de recogida de datos.

Las muestras se conservaron en un congelador a -20°C hasta su envio al Centro
Nacional de Microbiologia Instituto de Salud Carlos III (CNM), que se realizo de

manera periodica.

4.5 ANALISIS DE LA MUESTRA
Las muestras obtenidas fueron analizadas en 2 centros:

- Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario de Gran Canaria

Doctor Negrin.

En este centro las muestras de heces se analizaron aplicando los procedimientos

habituales de coprocultivo para enteropatdogenos bacterianos.

Para el diagnostico de los virus se aplicaron técnicas inmunoldgicas de deteccion
de antigeno. La deteccién de RV y ADV se realizé por ICG mediante RIDA®Quick
Rotavirus/Adenovirus Combi (r-Biopharm) y por EIA para ADV por el test Premier
Adenoclone®40/41 (Meridian Bioscience). La deteccién de ASTV se realizd mediante

el EIA Prospect Astrovirus (OXOID).
- Centro Nacional de Microbiologia Instituto de Salud Carlos III.

Las muestras recibidas en el CNM se analizaron para detectar los siguientes

virus segun el protocolo descrito a continuacion:
Rotavirus

Las muestras se analizaron siguiendo el proceso reflejado en la figura 10.
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Al final de este proceso, e independientemente del diagnostico viral inicial

realizado en el hospital, la muestra se clasificé como:
= rotavirus negativo

= rotavirus positivo, siendo clasificados con méas detalle como:

o rotavirus positivo genotipo especificado

o rotavirus positivo genotipo indeterminado

MUESTRA FECAL

Resultado H. Negrin / W Resultado H. Negrin

P No genotipable N
2 S
Z S

RV(-) /No disponible

Genotipado

v v
No genotipable VP6 ()
Genotipo
I I
v / v \/

QG2

G3

o

Genotipo indeterminado

Figura 10. Diagrama del proceso para deteccion de rotavirus.

75

Gastroenteritis virales de origen comunitario en nirios menores de 5 anos ingresados en
Ggran Canaria



Pacientes y métodos

Adenovirus

La determinacion de ADV se realizé mediante RT-PCR.
Astrovirus

Su determinacion se realizé por medio de RT-PCR.
Calicivirus

La determinacion de NV y sapovirus se realizé mediante RT-PCR.

Las muestras se procesaron obteniendo una suspension al 10% de cada una en
0,1 mol/l de tampoén fosfato salino, aplicando RT-PCR para rotavirus, astrovirus y
norovirus. El ARN viral se extrajo de 140 pl de la suspension fecal al 10% usando un
kit comercial (QIAamp viral RNA minikit, QTAGEN GmBH, Alemania), segin las
instrucciones del fabricante. Los 60 pl de ARN eluido se almacend a —80 °C hasta que
se usaban los métodos previamente descritos para la determinacion de serotipos de

rotavirus Gy P (72,73,74).

4.6 DIAGNOSTICO

La etiologia final de la GEA se basoé en los resultados del analisis viral realizado
por el CNM vy los resultados del andlisis bacteriologico proporcionado por el Hospital
Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin. El resultado final pudo clasificarse como

infeccion tnica por RV, NV, ADV, ASTV o bacterias, ademas de coinfecciones.

Enla figura 11 se muestra el flujo de datos del estudio.
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CHUIMIC

B s & Datos clinicos

Inclusion de casos

l

Resultado de pruebas Resultado de pruebas

Microbiologicas del CHUIMIC Microbiologicas del CNM

Figura 11. Flujo de datos.

4.7 MARCADORES EPIDEMIOLOGICOS

El calculo de la incidencia anual de ingreso hospitalario por GEA adquirida en la
comunidad en menores de 5 afios, se estimo dividiendo el nimero de casos de GEA
ingresados por la poblacion susceptible. Esta poblacion se obtuvo de los datos recogidos

en el padréon municipal (75).

n° casos de GEA ingresados por afio x1000

Poblacion susceptible por afio

El célculo de la incidencia anual de hospitalizacion por GEA debida a RV en
menores de 5 afios se estimé dividiendo el numero de casos de GEA por RV ingresados

por la poblacion susceptible (datos del padron municipal).

n° casos de GEA por RV ingresados por afio x 1000

Poblacion susceptible por aio
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Poblacion < 5 afos

1-1-2008 41699

Ao

1-1-2009 41433

1-1-2010 40442

1-1-2011 38994

1-1-2012 37726

1-1-2013 35982

1-1-2014 33870

Tabla 19. Poblaciéon menor de 5 afios en Gran Canaria por afio (datos del padrén municipal).

El calculo de la frecuencia de GEA como motivo de ingreso en menores de 5
afios se estimo dividiendo el numero de casos de GEA por el numero total de nifios
menores de 5 afos ingresados, que se obtuvo de la base de datos de codificacion de altas
del CHUIMIC. Para el célculo de la frecuencia de GEA por RV como motivo de
ingreso en menores de 5 afios se cambio el numerador anterior por el nimero de casos

de GEA por RV ingresados.

n° casos de GEA ingresados por afio x100

n° total de nifios ingresados por afio

n° casos de GEA por RV ingresados por afio x100

n° total de nifios ingresados por afio
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Aio Nifios ingresados < 5 afios

1-1-2009 4055

1-1-2010 3664
1-1-2011 3694
1-1-2012 3812
1-1-2013 3144

1-1-2014 3213

Tabla 20. Numero de ingresos de menores de 5 afios en el CHUIMIC por afio.

4.8 ANALISIS ESTADISTICO

Para las distintas clasificaciones consideradas en el estudio, las variables
categoricas se resumieron en frecuencias y porcentajes y las numéricas en medianas y
rangos intercuartilicos (IQR). Los porcentajes se compararon, segun procediera, con el
test de la ¢ o el test exacto de Fisher y las medianas con el test de Kruskal-Wallis. En
orden a identificar las variables de patdogenos y serotipos que mantenian asociacion
simultanea con la escala de gravedad se realizé un analisis de regresion lineal en el que
se incluyeron las referidas variables mas la edad. Se realizé entonces una seleccion de
variables mediante el método del mejor subconjunto de variables utilizando el algoritmo
de enumeracién completa, Morgan y Tatar (1972) (76) y el criterio de informacion
bayesiano (BIC). Para las variables numéricas seleccionadas se exploraron sus posibles
efectos no lineales utilizando los modelos aditivos, Hastie y Tibshirani (1986) (77).
Tales efectos no lineales se estimaron mediante splines cubicos obtenidos por la
penalizacion de los minimos cuadrados. Un contraste de hipotesis se considerd
estadisticamente significativo, cuando el correspondiente p-valor fue inferior a 0.05.
Los datos se analizaron utilizando el paquete R, version 3.1.0 (R Development Core

Team, 2014) (78).
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5. RESULTADOS
5.1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

El grupo de estudio se constituyd con 204 pacientes que ingresaron en la Unidad
de Enfermedades Infecciosas del Servicio de Pediatria del CHUIMIC en las fechas

comprendidas entre mayo del afio 2007 y marzo de 2009.

Un 55.4 % (n=113) de los casos de la muestra eran varones y un 44.6% (n=91)

eran mujeres (figura 12).

44,6%

B Masculino

Femenino

Figura 12. Distribucion de los casos de la muestra segtin sexo.

La edad media de la muestra fue 16,9 meses y la mediana 12 meses. Los
pacientes se dividieron en grupos etarios para los diversos andlisis. Estos grupos fueron:
nifios menores de 6 meses (primer grupo), nifios entre 6 y 24 meses (segundo grupo) y
nifios mayores de 24 meses (tercer grupo). El grupo mas numeroso fue el segundo. El
sexo masculino predomin6é en los grupos de menor rango de edad, mientras que en el

grupo mayor de 24 meses predomind el sexo femenino (figura 13).
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B Masculino Femenino

90
80
20 31
60 28

50 32
40
30
20
10

<6m > 6m- 24m > 24 meses

Figura 13. Distribucidon de los casos en los grupos etarios y distribucion del sexo en cada uno de ellos.

En la primera temporada del estudio que abarc6 los meses de mayo de 2007 a
abril de 2008 los ingresos predominaron al final de la primavera, con picos maximos en

los meses de marzo y abril.

En la segunda temporada del estudio que fue de mayo de 2008 a marzo de 2009,

en el final del verano y del otofio hubo mas casos (figura 14).
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Figura 14. Distribucion de los casos en los meses del estudio.
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El 73,5% de la muestra (n=150) present6 un cuadro severo de GEA (puntuacion
mayor de 11 en la escala de Vesikari) y el 26,5% (n=54) obtuvo una puntuacion entre 8-
11, catalogandose como moderada. No hubo ningun caso leve. La puntuacion media en
la escala de severidad fue 13,28. El valor minimo obtenido fue una puntuacién de 8 y el

maximo de 20.

La estancia media fue de 6,14 dias (DE 3; mediana 5), siendo el tiempo minimo

de ingreso 2 dias y el maximo de 20.

5.2. RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO
5.2.1 ANALISIS DE LOS AISLAMIENTOS

El nimero total de gérmenes aislados fue 309 (tabla 21).

H

GERMEN
Rotavirus 91 29,4
Norovirus 74 23,9
Astrovirus 18 5,8
Adenovirus 10 32
Salmonella 72 23,3
Campylobacter 23 7,4
Aeromona 9 2,9
E. coli 2 0,6
Cryptosporidium 1 0,3
Negativo 9 2,9
TOTAL 309 100

Tabla 21. Gérmenes aislados.

El agente aislado en mayor frecuencia fue rotavirus, seguido de norovirus y
Salmonella. En la primera temporada del estudio el porcentaje de aislamientos de RV y
NV fue similar, mientras que en la segunda temporada el porcentaje de NV aislados fue

menor. La presencia de Salmonella fue parecida en las dos temporadas (tabla 22).
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Negativo 2 (1,2) 7 4,7) 9
Rotavirus 50 31,1) 41 27,7) 91
Norovirus 50 (31,1) 24 (16,2) 74

Adenovirus 1 (0,6) 9 (6,1) 10
Astrovirus 2 (1,2) 16 (10,8) 18
Salmonella 40 (24,8) 32 (21,6) 72
Campylobacter 9 (5,6) 14 9,5) 23
Aeromona 4 2,5) 5 3,4) 9
E. coli 2 (1,2) 0 (0) 2
Cryptosporidium 1 (0,6) 0 0) 1
TOTAL 161 (100) 148 (100) 309

Tabla 22. Distribucion de los gérmenes aislados en las temporadas del estudio [n y (%)].

El andlisis por grupos de gérmenes mostré que la frecuencia de virus aislada en
orden decreciente fue rotavirus, seguido de norovirus, astrovirus y adenovirus. En
cuanto a las bacterias, Salmonella fue la bacteria mas presente seguida de
Campylobacter. En la figura 15 se muestra la distribucioén de los gérmenes aislados en

mayor frecuencia durante el tiempo de estudio.
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Figura 15. Distribucion de los gérmenes aislados mas frecuentes en el tiempo de estudio (n).
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Estos agentes infecciosos se encontraron solos o en coinfeccion (tabla 23).

Gérmenes Salmonella | Campylobacter | Otras bacterias
aislados n=72 n=23 n=12

% 46,2 66,2 889 60 66,7 87 100

Tabla 23. Gérmenes aislados solos o en coinfeccion.

Rotavirus fue el tinico patégeno que se aislo en mayor porcentaje s6lo. Todos los
demas patogenos se detectaron en mayor frecuencia en coinfeccion. En referencia a los
virus destacod el caso de los ASTV y NV. La frecuencia de aislamiento de estos

patogenos en los 204 casos se refleja en la figura 16.
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Figura 16. Frecuencia de aparicion de los gérmenes en los 204 casos de la muestra.
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La distribucion de los gérmenes, solos o en coinfeccidon, en los pacientes fue
similar a la encontrada en el analisis de los aislamientos obtenidos. Hubo mayor
porcentaje de casos con RV solo que en coinfeccioén, mientras que paso lo contrario para

los otros gérmenes (tabla 24).

Gérmenes Campylobacter | Otras bacterias
aislados n=23 n=12

% 20,6 24 7,8 2,9 23,5 9,8 5,9

Tabla 24. Distribucion de los gérmenes solos o en coinfeccion en los 204 casos.

5.2.2 ANALISIS DE CASOS

Los 204 casos se produjeron por un unico agente causal o asociados entre si

produciendo coinfecciones (tabla 25).

| GERMEN | n_ | % |
49 24
25 123
2 1

4 2
27 132
88 43,1
9 4,4
204 100

Tabla 25. Etiologia de los casos.

La coinfeccion fue el grupo mas numeroso del estudio (43,1%). La asociacion
virus-bacteria aparecio en el 34,3% y la virica pura en el 8,8% de los casos. En los

pacientes con GEA de etiologia tinica el germen mas frecuente fue RV (n=49).

88

Gastroenteritis virales de origen comunitario en nirios menores de 5 arnos ingresados en
Ggran Canaria



Resultados

En la primera temporada del estudio el porcentaje de individuos con RV y NV
fue mayor que en la segunda temporada. En los casos de bacterias y coinfeccion fue

similar en ambas. ASTV y ADV solo aparecieron en la segunda temporada (tabla 26).

2 (1.8) 7 (7.4) 9
32 (29.4) 17 (17.9) 49
17 (15,6) 8 (8.4) 25
0 (0) 2 2.1) 2
0 (0) 4 (4.2) 4
12 (11) 15 (15.8) 27

Coinfeccion 46 (42,2) 42 (44,2) 88

TOTAL 109 (100) 95 (100) 204

Tabla 26. Distribucion de los casos en las temporadas del estudio en funcion de su etiologia [n y (%)].

La distribucion de los casos durante el estudio se muestra en la figura 17.
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Figura 17. Distribucidon de los casos en los meses del estudio en funcion de su etiologia.
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5.2.3 COINFECCIONES

En la tabla 27 se muestra el resultado microbiologico de las muestras fecales en
las que se encontré coinfeccion (n=88). El tipo de coinfeccion mas frecuente fue virus —
bacteria con un 79,5%. La coinfeccion virica pura representd un 20,5% de los casos.
Norovirus fue el agente virico que aparecié en mayor frecuencia asociado a bacteria y
su presentacion habitual fue con Salmonella (n=27), seguido de rotavirus asociado a
Salmonella (n=13). La coinfeccion virica mas frecuente fue rotavirus con astrovirus
(n=8). La coinfeccion rotavirus-norovirus aparecid solo en 6 muestras fecales. Se dieron

casos de triple (n=9) y cuadruple coinfeccion (n=2).

Patégeno Asociacion “

Norovirus 4
Adenovirus 2
Astrovirus 8
Adenovirus+ Astrovirus 2
Adenovirus+ Norovirus 1
Rotavirus + Salmonella 13
Salmonella+ Astrovirus 1
Salmonellat+ Astrovirus+ Norovirus 1
Salmonella+ Aaeromona 2
Campylobacter 5
Campylobacter+ Aeromona+ Astrovirus 1
E. coli 2

Adenovirus 1
Norovirus + Salmonella 27
Campylobacter 13
Salmonella+ Aeromona 1
Campylobacter+ Aeromona

1
Salmonella + Astrovirus 2
Astrovirus+ Aeromona 1

TOTAL TOTAL 88

Tabla 27. Casos en los que se encontraron coinfecciones y sus componentes.

La presencia de los gérmenes en los sujetos con coinfeccion se refleja en la tabla
28. NV fue el patogeno que aparecié en mayor frecuencia, seguido de Salmonella y RV

en tercer lugar.
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42 47,7%
49 55,7%
16 18,2%

ADV 6 6,8%
48 54,6%
20 22,7%
12 13,6%

Tabla 28. Presencia de los gérmenes en los 88 casos de coinfeccion de la muestra (ny %).

5.2.4 ANALISIS DE LOS VIRUS

5.2.4.1 Rotavirus

El RV fue el patdgeno mas frecuente aislado en la muestra (n=91). Se encontro6
en el 45,9% y en el 43,2% de los nifios ingresados en la primera y segunda temporada
respectivamente. Aparecidé como agente uUnico causal de GEA en 49 casos y en
coinfeccion en 42. Su asociacion mas frecuente fue con Sal/monella. En coinfeccion

virica aparecio en el 8,3% de los pacientes.

La distribucion de los 91 RV durante el periodo de estudio se representa en la
figura 18. En la primera temporada el RV tuvo dos picos en primavera, en los meses de
marzo y abril de 2008. En la segunda temporada RV estuvo presente en todos los meses,
pero destacaron dos picos de deteccion. El mayor en octubre de 2008 y un segundo

repunte menor en febrero de 2009.
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Figura 18. Distribucion de los rotavirus en las dos temporadas del estudio. (12 temporada de mayo 2007 a abril
2008. 22 temporada de mayo 2008 a marzo 2009).

El patron estacional de los casos de rotavirus se muestra en la figura 19. Su
presencia como agente unico causal de GEA aument6d en otofio, alcanzando su pico
maximo en los meses de invierno de la primera temporada. Asociado a coinfeccion su
pico maximo aparecid durante los meses de otofio de la segunda temporada (15 casos),
de los cuales en 10 sujetos estuvo presente el astrovirus (62,5% de los ASTV presentes
en coinfeccion de la muestra). La coinfeccion RV-ASTV exclusivamente se dio en 5 de

ellos.

En la figura 20 se muestra la distribucion de la coinfeccion RV+ASTV solos o

asociados a otros gérmenes. En 8 de los 13 casos se tratd de RV+ASTV solos.
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Figura 19. Estacionalidad del RV como agente causal tinico de GEA
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Figura 20. Distribucion de la coinfeccion RV-ASTV (solos o asociados a otros gérmenes).

5.2.4.1.1 Cepas de rotavirus

Se consiguid el genotipo completo de 57 de los 91 rotavirus aislados. El mas
frecuente fue G1P[8] (n=25), seguido de G2P[6] (n=12), G4P[8] (n=7), G2P[8] (n=6),
G9P[8] (n=4) y los mixtos G1-GIP[8] (n=1) y G1-G4P[8] (n=1). Los rotavirus con
genotipado parcial fueron GIPIND (n=9), G2PIND (n=4), G3PIND (n=2), G4PIND
(n=2) y GINDP[8] (n=2). En el 16,5% de los RV no se consigui6 determinar el
genotipo. Este grupo de RV fue el segundo en frecuencia (tabla 29) (figura 21).
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| Serotipo | n__| % |

9 9,9
25 27,5
1 11
1 1,1
1 11
12 13,2
6 6.6
4 4,4
2 2,2
7 7,7
2 2,2
4 4.4
2 2,2
15 16,5
91 100%

Tabla 29. Genotipos de rotavirus aislados.
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Figura 21. Genotipos de los rotavirus aislados (n).

94

Gastroenteritis virales de origen comunitario en nirios menores de 5 arnos ingresados en
Ggran Canaria




Resultados

5.2.4.1.2 Cepas de rotavirus en coinfeccion

Los genotipos G1-G4P[8] y G2P[4] no se asociaron a coinfeccion, mientras que

los genotipos que mas se asociaron a ella fueron G1P[8] (n=9) y G9P[8] (n=3).

G2P[6] es el tnico de la muestra asociado exclusivamente a coinfeccion virica.
Ese virus fue norovirus. El genotipo G2P[8] es el unico de la muestra asociado

exclusivamente a coinfeccion con bacteria, siendo ésta Campylobacter.

Las tres coinfecciones en las que estuvo presente G9P[8] fueron triple o cuddruple. El

astrovirus estuvo presente en todas ellas.

G1P[8] aparecio en 9 coinfecciones, 3 de ellas asociado a virus y en las restantes
con bacterias, siendo la mas frecuente con Salmonella en 4 ocasiones. G4P[8] aparecio

en dos coinfecciones, asociado a ASTV y Salmonella respectivamente (tabla 30).
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| Genotipp | Coinfeccion | n__|
- Salmonella 1
Astrovirus 3
G1 PIND + Adenovirus 1
Adenovirus+ Astrovirus 1
Campylobacter+ Astrovirust+ Aeromona 1
Norovirus 2
Salmonella 4
(LA TH T o Astrovirus 1
E. coli 2
Salmonella 1
Norovirus 1
Campylobacter 1
Salmonella 1
Campylobacter 1
Astrovirus 1
Salmonella 1
Astrovirus 1
- Adenovirus+ Astrovirus 1
G9 P[8] + Salmonella + Astrovirus 1
Salmonella+ Astrovirus+ Norovirus 1
Campylobacter 1
Salmonella 1
Norovirus 1
Astrovirus 1
Adenovirus 1
GIND PIND + Norovirus+ Adenovirus 1
Salmonella 4
Salmonella+ Aeromona 2
Campylobacter 2
TOTAL 42

Tabla 30. Cepas de los rotavirus aislados en coinfeccién y sus asociaciones.

5.2.4.1.3 Distribucion temporal de las cepas

La distribucion de las cepas en las temporadas del estudio se muestra en la tabla
31.
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Genotipos RV Primera temporada | Segunda temporada | TOTAL

3 (6) 6 (14,6) 9
22 (44) 3 (7.3) 25
1 @) 0 (0) 1
0 (0) 1 2.4) 1
1 @) 0 (0) 1
12 (24) 0 (0) 12
Lo s a6
3 (©6) ! 24) 4
0 0) 2 (4.9) 2
0 (0) 7 (17.1) 7
0 (0) 2 (4.9) 2
1 ©) 3 (7.3) 4
1 ) 1 2.4) 2
5 (10) 10 (24.4) 15
50 (100) 41 (100) 91

Tabla 31. Distribucion de las cepas de rotavirus en las temporadas del estudio [n y (%)].

En la primera etapa (mayo 2007- abril 2008) apareci6 el primer pico de rotavirus
en el mes de mayo, siendo las cepas responsables GIP[8] (n=7) junto a G1-G9P[8§]
(n=1) y G9P[8] (n=1). Hubo otro repunte de G1[P&] en los meses comprendidos entre
enero y abril del afio 2008. En marzo se detectd el unico caso de la cepa G2P[4]
coincidiendo con la aparicion del pico (n=8) del genotipo G2P[6] que también estuvo
presente en el mes de abril. En este ultimo mes se detect6 la primera cepa G2P[8] de la

muestra.

En la segunda etapa (mayo 2008- marzo 2009) el primer pico de rotavirus estuvo
representado por la cepa G2P[8] presente en los meses de mayo, junio y julio. En el mes
de octubre aparecio el pico del genotipo G9P[8], seguido del unico caso de rotavirus
G1-G4P[8] en el siguiente mes. En el periodo comprendido entre los meses de
diciembre (2008) y febrero (2009) aparecio la cepa G4P[8] con un pico en enero (n=4).
La ultima cepa aislada fue G1P[8] presente en los meses de febrero y marzo del afio

2009.

Los RV GIP[8], G2P[8] y GI9P[8] fueron los tnicos RV con genotipado

completo que aparecieron en las dos temporadas del estudio (figura 22 a).
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Los rotavirus con genotipo indeterminado estuvieron distribuidos a lo largo del
tiempo de estudio, siendo mas frecuentes en la segunda temporada. Destacaron picos de

GI1PIND y GINDPIND entre agosto y diciembre de afio 2008 (figura 22b).
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Figura 22a. Distribucion de las cepas de rotavirus con genotipo completo en los meses del estudio.
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Figura 22b. Distribucion de las cepas de rotavirus con genotipo parcial e indeterminado en los meses del estudio.
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5.2.4.1.4 Genotipos G y P de rotavirus
Los tipos G mas frecuentes por este orden fueron: G1, G2 y G4.

En cuanto a los tipos P se detectaron 3 variedades: P[4], P[6] y P[8]. El tipo P[8]

fue el mas frecuente.

Destaco el elevado numero de tipos G y P no tipificados (tabla32).

|__Genotipo | | % _

TOTAL

Tabla 32. Genotipos G y P de los rotavirus.

36 38,7
23 24,7
2 2,2
10 10,8
5 5.4
| GIND [ 18,3
L TOTAED S T
| P[4 11
| pl6] P 13,2
DO 46 50,5
32 35,2
| TOTAL

5.2.4.1.5 Distribucion temporal de los genotipos G y P del rotavirus
La distribucion temporal de los tipos G se muestra en la figura 23.

En la primera temporada del estudio (mayo 2007 a abril 2008) la mayoria de los
tipos detectados fueron G1 y G2, destacando sus picos conjuntos en los meses de marzo
y abril de 2008. G1 también presentd 2 picos previos, en mayo 2007 y enero de 2008.

No hubo ninguna deteccion de G3 ni G4 en esta temporada.

En la segunda temporada (mayo 2008 a marzo 2009) los tipos G mas detectados

fueron G1 y G9 con picos en el mes de octubre y G4 con pico en enero de 2009.
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Figura 23. Distribucion temporal de los genotipos G del rotavirus en los meses del estudio.

La distribucidon temporal de los tipos P se muestra en la figura 24.

En la primera temporada del estudio destaco el periodo comprendido entre los
meses de marzo y abril de 2008 donde aparecieron picos de deteccion de P[6] y P[8]. El
unico P[4] del estudio aparecid en este periodo. El tipo P[8] también presentd pico en

mayo de 2007 y enero de 2008.

En la segunda temporada del estudio no hubo P[4] ni P[6]. Los picos de
deteccion se produjeron en el mes de octubre de 2008 representado por P[8] y PIND; y

en el periodo comprendido entre los meses de enero y febrero de 2009 por P[8].
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Figura 24. Distribucion temporal de los genotipos P del rotavirus en los meses del estudio.

5.2.4.2 Norovirus

El norovirus fue el segundo germen mas aislado de la muestra (n=74), bien
como agente unico causal de GEA (n=25) o en coinfeccion (n=49). Aparecid asociado a

bacterias en el 21,1% de los casos (43/204) y en coinfeccion virica en el 2,9% (6/204).

La distribucion de los 74 norovirus durante el estudio se representa en la figura

25.

En la primera temporada se concentré el mayor nimero de NV aislados. Su
deteccion fue estable durante los meses de verano con un pico sostenido entre los meses

de mayo a septiembre. Hubo ademas otro pico de deteccion en marzo.

En la segunda temporada, el comportamiento del NV fue similar a la primera
temporada detectdndose pico en verano, entre los meses de julio a septiembre, y un pico

invernal mas precoz que en la primera temporada que se produjo en febrero 2009.
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Figura 25. Distribucion de los norovirus aislados en los meses del estudio de ambas temporadas.

Su patron estacional se refleja en la figura 26. Estando presente como agente
unico causal de GEA presentd sus picos en verano e invierno de la primera temporada.
En coinfeccion los picos aparecieron en verano de ambas temporadas, siendo la

coinfeccién mas frecuente norovirus-Salmonella (figura 27).
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Figura 26. Estacionalidad de los casos de norovirus solos o en coinfeccion a lo largo del estudio.
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Figura 27. Comparativa de la estacionalidad del norovirus como agente etiolégico tinico con la coinfeccion
norovirus-Salmonella.

En la figura 28 se expone la importancia de la asociacion norovirus con

Salmonella, siendo responsable de los picos de ambos veranos.
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Figura 28. Comparativa de la estacionalidad de las coinfecciones del norovirus con la coinfecciéon norovirus-
Salmonella.
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Al comparar la estacionalidad de rotavirus y norovirus como agente unico causal
de GEA se vio que en la primera temporada, el primer pico de norovirus fue en verano
coincidiendo con una disminucién del rotavirus. Sin embargo, se dio un segundo pico
que sucedio en invierno y coincidid con el mayor pico de rotavirus. En la segunda
temporada no hubo pico significativo de GEA por norovirus, mientras que rotavirus

present6 el mismo patron estacional que la temporada anterior (figura 29).

16
14
12
10
8
6 @mm»NV germen Unico
4 « RV germen unico
2 / 'V
0
4@‘(06\ A@‘&\o 0&0@0 \&\4\@&0 &@Q% A‘Z'@Qo 0&6 0 \4\"’&0
= &

Figura 29. Comparativa de la estacionalidad de norovirus y rotavirus como tinico agente causal de GEA.

Al analizar la estacionalidad de estos gérmenes sin tener en cuenta si se aislaron
en coinfeccion o no, los patrones vistos se asemejaron a los observados como agentes
unicos de GEA (figura 30). En la primera temporada, los picos de norovirus aparecieron
en verano e invierno, coincidiendo el segundo con el pico invernal del rotavirus. En la
segunda temporada el patron de norovirus se repite, picos en verano € invierno, mientras
que el pico de rotavirus se adelanté a otofio. Hubo un descenso de aislamientos de

rotavirus en los veranos de ambas temporadas.
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Figura 30. Comparacion de la estacionalidad de los rotavirus y norovirus aislados y su coinfeccion.

5.2.4.2.1 Norovirus en coinfeccion

La relacion NV-bacteria pura destac6 por aparecer en el 85,6 % de sus

coinfecciones, estando asociado en un 55,1% a Salmonella exclusivamente (n=27) y en

un 26,5% a Campylobacter. La coinfeccion virica pura se dio solamente en un 12,2%,

apareciendo asociado exclusivamente a rotavirus (n=4), a adenovirus (n=1) y en triple

coinfeccidon RV-ASTV-ADV (n=1). No se encontré la coinfeccidon virica norovirus-

astrovirus (tabla 33).

Patogeno Asociacién 0| % |

Rotavirus 4 8,2
Adenovirus 1 2
Salmonella 27 55,1
Campylobacter 13 26,5
Rotavirus+ Adenovirus 1 2
Rotavirus+ Salmonella+ Astrovirus 1 2
Salmonella+ Aeromona 1 2
Campylobacter+ Aeromona 1 2
TOTAL 49 100

Tabla 33. Tipos de coinfeccidn en los que aparece norovirus.
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5.2.4.3 Astrovirus

El astrovirus representd un 5,8% (n=18) de los gérmenes aislados de la muestra

(tabla 34) y el 8,8% de los casos, estando en coinfeccion en el 7,8% de ellos.

Patégeno Asociacion 0% |

Solo 2 11,1
Rotavirus 8 44 .4
Rotavirus+Adenovirus 2 11,1
Rotavirus+Salmonella 1 5,6
Rotavirus+Salmonella+Norovirus 1 5,6
Rotavirus+ Campylobacter+Aeromona 1 5,6
Salmonella 2 11,1
Salmonella+ Aeromona 1 5,6
TOTAL 18 100

Tabla 34. Casos en los que se aislé astrovirus.

Este germen se presentd en coinfeccion en un 88,9% de sus casos (n=16),
concentrandose en un pico estacional en otono de 2008 (n=12), asociado al menos a
rotavirus en un 83,3% (n=10). Como germen unico responsable de GEA solamente

aparecio6 en dos casos en otono 2008 (figura 31).
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Figura 31. Patron estacional del astrovirus.

5.2.4.4 Adenovirus

El adenovirus apareci6 en un 3,2% de los aislamientos (n=10). Se detectd en el

4,9% de los sujetos. El 60% se aislo en coinfeccion, que fue virica exclusivamente
(tabla 35).

| Patogeno | Asociacion | n | % |
40

Solo 4
Rotavirus 2 20
Rotavirus+Astrovirus 2 20
Rotavirus+Norovirus 1 10
Norovirus 1 10

TOTAL TOTAL 10 100

Tabla 35. Casos en los que se aislé adenovirus.

Hubo una concentracion de aislamientos (n=4) en otofio de 2008, donde
aparecio en el 100% de los casos asociado al menos a rotavirus: 2 coinfecciones

RV+ADV y 2 coinfecciones RV+ADV+ASTYV (figura 32).
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@m=»Adenovirus sélo

1 Adenovirus en coinfeccion

Figura 32. Patrén estacional del adenovirus.

5.3. DISTRIBUCION DE LOS GERMENES EN LOS GRUPOS ETARIOS

5.3.1 DISTRIBUCION DE LOS GERMENES POR AISLAMIENTO EN LOS GRUPOS
ETARIOS

La distribucion de los gérmenes aislados tuvo diferencias y similitudes entre los

grupos de edad de la muestra (tabla 36), (figura 33).

En el grupo de pacientes menores de 6 meses el RV fue el germen mas aislado

(39,4%) seguido de cerca del NV (36,4%) y de Salmonella (31,8%).

En el grupo etario comprendido entre los 6-24 meses el germen que aparecio en
mayor proporcion fue RV (58,5%), seguido del NV (26,8%). Salmonella fue el tercer
germen (24,4%).

En los nifios mayores de 24 meses el germen mas frecuente fue Salmonella

(55,4%), seguido de NV (50%) y de RV (30,4%).

En los dos grupos etarios de menor edad el principal germen aislado fue RV. Sin
embargo, en el de mayor edad fue Salmonella, siendo el RV el tercer germen en

aparicion.
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El NV aparecié como segundo germen en frecuencia aislado en todos los

grupos etarios.

. 6 m > 6-24 m >24m
91

<

n
26 (39.4) 48 (585) 17 (304) (44,6)
24 (364) 22 (26.8) 28 (50) 74 (36,3)
61) 6 (73) 0 (0) 10 (49 [ L0
(152) 5 (6,1) 3 (54 18 (8,8 [

4
10
21 (31,8) 20 (24,4) 31 (554) 72 (353) i
5
4
1
0

(7,6) 8 (9,8 10 (17,90 23 (@11,3) [T2
G 2 @4 3 GH 9 @4 [ LD
(1,5 1 (12 0 (0 2 (@
© 1 (@12 0 (O 1 (05

Cryptosporidium

Tabla 36. Relacion de gérmenes aislados en los grupos etarios de la muestra [ny (%)].

El mayor nimero de aislamientos de RV en el grupo etario comprendido entre
los 6-24 meses fue estadisticamente significativo respecto a los otros grupos de edad

(p=0,03).

También se encontré diferencia en cuanto al nimero de aislamientos de
Salmonella y NV en los nifios mayores de 24 meses respecto a los demas, con un p-

valor de 0,001 y 0,021 respectivamente.
Destaco el mayor porcentaje de casos de ASTV en el grupo de menor edad.

No se detect6 ADV en los pacientes mayores de 24 meses. Este grupo, presentd
mas casos de Campylobacter que el resto. A pesar de ello, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas para estos microrganismos.
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Figura 33. Gérmenes aislados en cada grupo etario (%).

5.3.2 DISTRIBUCION DE LOS GERMENES AGRUPADOS POR CASOS EN LOS
GRUPOS ETARIOS

Al comparar los casos de GEA por un Unico agente causal o estando en
coinfecciébn en los distintos grupos etarios se observd que hay diferencias
estadisticamente significativas en todos con un p-valor menor de 0,01 (tabla 37), (figura

34).

La GEA por RV se dio mas en el grupo de 6-24 meses (40,2%). El RV como
agente unico causal de GEA apareci6 en el 12,1% de los pacientes menores de 6 meses

y en el 14.3% de los mayores de 24 meses.

El NV como responsable de GEA aparecid en mayor frecuencia en los nifios
menores de 6 meses (19,7%). Su implicacion en los individuos entre 6-24 y mayores de

24 meses fue parecida (8,5% y 8,9% respectivamente).

Los casos producidos por astrovirus y adenovirus como unico patdgeno
implicado fueron escasos en la muestra. Destaco la ausencia de GEA por ADV en los

mayores de 24 meses y de GEA por ASTV en el grupo entre 6-24 meses.
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La GEA de origen bacteriano fue menos frecuente en el grupo etario entre 6-24
meses (8,5%), mientras que en los otros grupos representd el 15,2% (en menores de 6

meses) y el 17,9% (en mayores de 24 meses).

La coinfeccion fue mayor en los pacientes mayores de 24 meses (57,1%). En los
menores de 6 meses represento6 el 40,9% de los casos y el 35,4% en los nifios con edad

comprendida entre 6 y 24 meses.

8 (12,1) 33 (40,2) 8 (143) 49 (24)
13 (197 7 (85 5 (89) 25 (12,3)
L (15 3 3n 0 O 4 @
PRI 1 1) 0 o 1 (18 2 @
10 (152) 7 (85 10 (17,90 27 (13,2)
27 (40,9) 29 (354) 32 (57.1) 88 (43,1)
6 O 3 (37 0 (0 9 @4
66 (100) 82 (100) 56 (100) 204 (100)

Tabla 37. Relacion de los casos de GEA y su distribucion en los distintos grupos etarios [ny (%)].

< 0,001

60 -
50 - “RV
40 - =NV
— ~ADV

30 - g
“ASV

7

& Bacterias

10 - & Coinfeccion

<6 meses >6-24 meses >24 meses

Figura 34. Tipos de GEA en los grupos etarios (%).
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Se observo que la coinfeccion fue la causa de GEA mas frecuente en los
menores de 6 meses y mayores de 24 meses, mientras que la principal causa de GEA en

el otro grupo de edades comprendidas entre 6-24 meses fue el RV.

5.3.3 DISTRIBUCION DE LAS CEPAS DE ROTAVIRUS EN LOS GRUPOS ETARIOS

El RV se detect6 en el 39,4% de los pacientes menores de 6 meses, en el 58,5%
de los pacientes en edades comprendidas entre 6 y 24 meses, y en el 30,4% de los

pacientes mayores de 24 meses.

Sus cepas mas frecuentes: G1P[8], G2P[6] y G4P[8] aparecieron mas en el
grupo de edades comprendidas entre los 6-24 meses, siendo este grupo el que presentd
mayor numero de RV aislados (n=48) (figura 35). Sin embargo, los RV con genotipado
parcial: GIPIND, G2PIND y G4PIND fueron mas frecuentes en los grupos menores de
6 meses y mayores de 24 meses. Los dos RV con genotipo mixto aparecieron en los

grupos de edad mayores (tabla 38).

5 1 3 9
6 15 4 25
(] o [ 0 [ 1
o H o HE 1
(] o [ o KN 1
1 11 o HE
1 3 3,7 2 6
3 o M 4
1 15 1 1.2 o M <2
2 4 1 7
1 I 0 [ 2
1 2 1 4
1 1 o HKH :?
4 s EX 3 15
26 ZE 58,5 I 91

Tabla 38. Distribuciéon de las cepas con genotipo completo, parcial e indeterminado en los grupos etarios (n y %).
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En la figura 36, se muestra la distribucion de los RV con genotipado completo y

parcial y los indeterminados en cada grupo etario.

20
18
16 K G1P[8]
i} 14 K G1-G9P[8]
'g 12 ~ G1-G4P[8]
1§ 10 “G2P[4]
A 8 L G2P[6]
P “ G2P[8]
A “ G4P[8]
5 “ G9P[8]
0
< 6 meses 2 6-24 meses > 24 meses

Figura 35. Distribucion de las cepas de rotavirus con genotipo completo en los grupos etarios (%).
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Figura 36. Distribucion de las cepas de rotavirus por grupo etarios.

5.3.4 DISTRIBUCION DE LOS TIPOS G y P DEL ROTAVIRUS EN LOS GRUPOS
ETARIOS

La distribucion de los tipos G y P de los RV presentes en el 39,4% de los
pacientes menores de 6 meses, el 58,5% del grupo con edades entre 6 y 24 meses, y en

el 30,4% de los mayores de 24 meses se refleja en la tabla 39.
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< 6m >6-24m >24m p- valor

G1

a1 oagen 17 (207 8 (143) 36 (17,6)
50 (76 15 (183 3 (54 23 (11,3) BN
@) 1 (12 0 (0 2 (1)
345 5 6 2 (36 10 (5
1 1 2 @4 2 (G6 5 @29
5 (76 9 A 3 (54 17 (83)
26 394 49% 597 18* 323* 93* 457

B o o I 12 0 (0 1 (05 Emmw
G 1 a5 11 1349 0 © 12 (59
PEOEET 11 qe7 26 (BL7) 9 (161) 46 22)5)
14 (12) 10 (122) 8 (143) 32 (157 EmE
260 394 48%  585%  17*  304*  91* 446

Tabla 39. Distribuciéon de los genotipos G y P por grupos de edad [n y (%)].* El valor de los genotipos Gy P no
coinciden en los grupos de mayor edad por la presencia de genotipos mixtos del RV que presentan dos tipos G.

El andlisis de los distintos genotipos de G del RV reveld que G2 fue mas
frecuente en el segundo grupo de edad (18,3%); con respecto a los otros grupos presentod
una diferencia estadisticamente significativa con un p-valor de 0,032. G1 fue el mas

frecuente en todos los grupos de edad (figura 37).

25 1
20 uG1
uG2
15
“G3
10 uG4
LG9
5
HGIND
0
< 6 meses >6-24 meses >24 meses

Figura 37. Genotipos G en los grupos de edad (%).
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El analisis de los genotipos de P del RV mostré que P8 aparecidé con mayor
frecuencia en el grupo de edades comprendidas entre 6-24 meses (31,7%), seguido de
P6 (13,4%). El p-valor de ambos fue de 0,037 y 0,001 respectivamente con respecto a
los otros grupos (figura 38).

35
30
25 “P[4]
20 up[6]
15 h P[8]
10 “PIND
5
= _ —

< 6 meses > 6- 24 meses > 24 meses

Figura 38. Genotipos P en los grupos de edad (%).

El resto de tipos de G y P no presentaron diferencias estadisticamente

significativas entre grupos de edad.

5.4. ANALISIS DE LAS VARIABLES DEL ESTUDIO EN LOS GRUPOS
ETIOLOGICOS DE GEA

5.4.1 SEXO Y EDAD

El analisis estadistico mostr6 que hay un mayor porcentaje de mujeres con GEA
bacteriana que hombres, mientras que ocurre lo contrario en el resto de tipos de GEA.

Esta diferencia fue significativa con un p- valor de 0,02 (tabla 40).

NV como agente tnico causal afecta mas a los pacientes de menor edad respecto

al resto de patogenos analizados, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p
0,022), (tabla 41).
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Sexo Q) RV NV Bacterias | Coinfeccion [ Total p-
n=9 N=49 n=25 n=27 n=83 n= 204 valor

3/
%

4/5 31/18 18/7 8/19 49/39 113/91

Tabla 40. Relacion etioldgica de la GEA con el sexo. Diferentes superindices indican diferencias significativas entre
grupos (p< 0,05).

44.4/55,6™°  63,3/36,7° 72/28"  29,6/70,4°  557/443" 554/44,6 | 1100

Edad -) RV NV Bacterias | Coinfeccion Total p-
(meses) n=9 n=49 n=25 n=27 n=88 n= 204 valor
Mediana y 4 12 5 14 16 12 0.022
S (13130 (7:2D° (3:;200* (4:38)°  (45:29)°  (4:26) :

Tabla 41. Relacion etioldgica de la GEA con la edad. Diferentes superindices indican diferencias significativas
entre grupos (p< 0,05).

5.4.2 PARAMETROS CLIiNICOS
5.4.2.1 Caracteristicas de las deposiciones

La GEA de origen bacteriano (n=27) y las coinfecciones (n= 88) tuvieron mayor
mucosidad en las deposiciones, con un porcentaje del 85,2% y el 76,1%
respectivamente. Entre estos dos grupos no hubo diferencias estadisticamente
significativas, pero si entre estos dos tipos de GEA y las producidas por RV y NV con
un p-valor de 0,014. El 57,1% de la GEA por RV y el 52% de la GEA por NV

presentaron moco en las deposiciones (figura 39) (tabla 41).

Con respecto a la presencia de sangre en las heces, todos los tipos de GEA
(exceptuando las producidas por ADV y ASTV) mostraron diferencias entre ellas con
un p-valor menor de 0,001. Los grupos de etiologia virica presentaron un menor
porcentaje de casos con deposiciones sanguinolentas (GEA por rotavirus un 12,2% y
GEA por norovirus un 40%) con respecto a las bacterianas y coinfecciones. Las
deposiciones sanguinolentas aparecieron en el 85,2% de los individuos con GEA
bacteriana. La GEA por RV fue el grupo con menor proporcion de deposiciones

sanguinolentas (figura 40) (tabla 42).
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Figura 39. Casos con moco en las deposiciones en los grupos etioldgicos (%).
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Figura 40. Casos con sangre en las heces en los grupos etioldgicos (%).

5.4.2.2 Vomitos

La GEA por RV se caracterizod por presentar el mayor porcentaje de casos con
vomitos con un 89,8%, diferenciandose del resto de GEA con un p-valor menor de

0,001. No hubo diferencias significativas entre los norovirus, bacterias y coinfecciones
(figura 41) (tabla 42).
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Figura 41. Casos con vomitos en los grupos etiolégicos (%).

5.4.2.3 Fiebre

La GEA por NV present6 el menor porcentaje de casos con fiebre (56%), siendo
significativamente menor que la GEA por RV, bacterias y coinfecciones con un p-valor
de 0,013. El grupo RV presenté mayor proporcion de nifios con fiebre (87,8%), aunque

no hubo diferencias significativas con bacterias y coinfecciones (figura 42) (tabla 42).

30 1 W FIEBRE

Figura 42. Casos con fiebre en los grupos etiolégicos (%).
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5.4.2.4. Deshidratacion

Los pacientes con RV como agente causal Unico presentaron el mayor
porcentaje de deshidratacion (42,9%) con respecto a los otros grupos, siendo

estadisticamente significativo (p 0,009) (figura 43) (tabla 42).

45
40 -
35 A
30 -
25 A
20 -

15 -  DESHIDRATACION
10 -
5 -

Figura 43. Casos con deshidratacion en los grupos etioldgicos (%).

Parametros (-) RV NV Bacterias | Coinfeccion | Total p-
clinicos n=9 n=49 n=25 n=27 n=88 n=204 | valor
8 13

7 2 23 67 141
(77,8)*™  (57,1)*  (52)°  (852)° (76,1)¢  (69,1)

Mucosidad 0,014

4 6 10 23 57 101
444> (122)° 40" (852)° (64,8)  (49,5)

Sangre <0,001

4 44 14 14 46 125

(444"  (89.8)° (56"  (51,9)° (523)°  (613) |t

Vomitos

5 43 14 22 70 156 0.013
(556"  (®7.8)°  (56)" (815" (795" (765 |

1 21 5 3 18 50
ALD™ 429" 0" JALD)® (205" (245
Tabla 42. Relacion de los diferentes parametros clinicos en los grupos de edad. Diferentes superindices indican
diferencias significativas (p< 0,05) entre grupos. No estan presentes las GEAs por ASTV (n=2) y por ADV (n=4).

0,009

Deshidratacion
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5.4.3 PARAMETROS ANALITICOS

De los parametros analiticos analizados, los niveles de transaminasas mostraron
diferencias entre grupos. Las cifras de AST fueron mas elevadas en el grupo RV
respecto a los otros grupos con un p valor menor de 0,001. En cambio los niveles de
ALT fueron mas bajos en el grupo NV respecto al resto, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa (p 0,009) (tabla 43).

Enzimas () RV NV Bacterias | Coinfeccion | Total P-
hepaticas n=9 n=49 n=25 n=27 n=88 n=204 | valor
15 12 18 21 14 15
SIS (1555) (10:44)  (15:30)  (13:23)  (10:20)  (10:26) | o

37,5 49 35 35.5 36 39
S (31045)° (40:60)°  (26:38)°  (28:41)°  (30:47)°  (31:49) [RAAL
22,5

Tabla 43. Relacion de los niveles de transaminasas con los grupos etarios. Diferentes superindices indican
diferencias significativas (p< 0,05) entre grupos.

5.4.4 ESTANCIA HOSPITALARIA

RV y NV como agente causal de GEA tuvieron un menor tiempo de ingreso, de
5 dias, que los otros dos grupos, con un tiempo de estancia hospitalaria de 5,5 dias para
el grupo bacterias y 6 dias para el grupo coinfeccion (tabla 44). Esta diferencia resultd

significativa con un p-valor de 0,003.

Dias ) RV A% Bacterias | Coinfeccion | Total p-
ingreso n=9 n=49 n=25 n=27 n=88 n= 204 | valor
Mediana y 5 5 5 5,5 6 5 0.003
GG (4:5)*  (4:6)* (3:6)*  (5:85°  (45:8)°  4:71

Tabla 44. Relacion de los dias de ingreso con los grupos etiolégicos. Diferentes superindices indican diferencias
significativas (p< 0,05) entre grupos.
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5.4.5 FACTORES EPIDEMIOLOGICOS

El andlisis estadistico mostr6 que no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre las distintas causas de GEA estudiadas en relacion a los factores
epidemioldgicos que se citan a continuacion: asistencia a guarderia, contacto con
proceso diarreico o con persona que hubiera estado en el extranjero y haber recibido

alguna dosis de vacuna contra RV (tabla 45).

) RV NV Bacterias | Coinfeccion | Total p-
n=9 n=49 n=25 n=27 n=88 n= 204 | valor

S 1AL 9(184) 5200 4(148)  15(17) (13;52) 0,973

Contacto o
con 4(44,4) 19(38,8) 4 (16) 9 (33,3) 25 (28,4) (30.4) 0,243
diarrea 5
Contacto 16
extranjero TED) - 5oz 1(4) 2(7.4) 7(8) (7.8) 0,907
Vacuna
rotavirus 0(0) 1) 2(8) 1.(3,7) 5(5,7) 9 (4,4) | WPs

Tabla 45. Relacion de los factores epidemioldgicos con los grupos etiolégicos.

5.5. ANALISIS DE LA SEVERIDAD O GRAVEDAD
5.5.1 POR GRUPOS ETIOLOGICOS

El tipo de GEA mas severo, aplicando la escala de Vesikari, fue la ocasionada
por RV con el 93,9% de sus casos, mientras que la GEA por NV fue la menos grave
(48%), siendo estas diferencias significativas con un p-valor menor de 0,001. El 72,7%
de las coinfecciones y el 70,4% de la GEA de origen bacteriano fueron severas (tabla

46) (figura 44).
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) 1Y% NV Bacterias | Coinfeccion Total p-
n=9 n=49 n=25 n=27 n=88 n= 204 valor
5 11 13

Puntuacion de 12 1

13 13
(meg::;zia?QR) LIS (13;16)° (1114)° AL AL (1115 [ Rass

Escalaj‘fqe“dad 5 46 12 19 64 150 20001
o (55,6)*  (93,9)" (48)* (70,4)° (72,7)° (73.,5) g
0.

Tabla 46. Relacion del porcentaje de casos severos de GEA y puntuacion en la escala de gravedad en los grupos
etioldgicos. Diferentes superindices indican diferencias significativas (p< 0,05) entre grupos.

M escala severidad >11

Figura 44. Casos de GEA severa en los grupos etioldgicos (%).

5.5.2 POR AISLAMIENTO DEL MISMO PATOGENO SOLO O EN COINFECCION

RV y NV segun se encontraron como agente unico productor de GEA o estando
en coinfeccion provocaron diferente severidad. La GEA por RV tuvo mayor puntuacion
en la escala de severidad que las coinfecciones en las que estuvo presente (p-valor
menor de 0,001). En cambio, la GEA por NV tuvo menor puntuacion en la escala de
severidad que sus coinfecciones (p-valor 0,039). En el resto de los gérmenes no hubo

diferencias en este sentido (tabla 47).
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Unico . .
. . En coinfeccion | P-valor
aislamiento

15 (13; 16) 13(11;14) BRI

NV 11(11; 14) 13 (12; 15) 0,039

II

ASV 12 13 (11; 13,25)

ADV 12(11,7;12,2) 13 (11,5;13) | (et

Salmonella 13 (11; 14) 13 (12; 15) 0,26

Campylobacter 12,5 12 (11; 13)

Aeromona - 12 (12; 13)

E. coli - -

Cryptosporidium = -

Tabla 47. Comparativa de la puntuacion en la escala de severidad con los casos de un mismo germen como
agente unico o en coinfeccion. Los valores se expresan en mediana y rangos intercuartilicos.

5.5.3 POR GRUPOS ETARIOS

Los pacientes menores de 6 meses tuvieron el menor porcentaje de casos severos
(53%) con un p valor menor de 0,001 respecto a los otros grupos. La proporcion de
GEA grave en los pacientes con edades comprendidas entre 6 y 24 meses y el grupo
mayor de 24 meses fue de 84,1% y 82,1% respectivamente, sin haber diferencias

significativas entre ellos (tabla 48) (figura 45).
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Grupos de edad
6-24m >24m Total Poval
n=82 n=56 n= 204 el
Puntuacion de
gravedad 14 13
GO (113)° (215" (215" (11;15) P

IQR)

Escala
. 35 69 46 150
sever;((;(a;l)d >11 (53)° (84,1)" (82,1)b (73.5) <0,001

Tabla 48. Relacion del porcentaje de casos severos de GEA y puntuacion en la escala de gravedad en los grupos
etarios. Diferentes superindices indican diferencias significativas (p <0,05) entre grupos.

16
|

Escala de gravedad
14
1

12
|

<6 6 -24 >=24

Edad (meses)

Figura 45. Distribucion de las puntuaciones de gravedad en los grupos de edad.

5.6. ANALISIS DE LAS VARIABLES DEL ESTUDIO EN LOS GRUPOS
SEGUN SU SEVERIDAD

Atendiendo a la severidad de la GEA tras aplicar la escala de Vesikari la muestra
de este estudio se dividio en dos grupos: el grupo de casos severos (n=150) y el de casos

moderados (n=54). No hubo ninguna gastroenteritis catalogada como leve.
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5.6.1 ANALISIS DE LOS AISLAMIENTOS EN LOS GRUPOS DE GEA MODERADA Y
SEVERA

El porcentaje de los distintos gérmenes aislados en el grupo de GEA severa
mostrd que RV aparecid en el 50,7% de los nifos de este grupo (puntuacion escala de
Vesikari >11). El nimero de casos con puntuacion menor a 11 en los que se aislé el RV
fue 15, correspondiente al 27,8% de los pacientes del grupo moderado. Esta diferencia

fue estadisticamente significativa con un p-valor de 0,004 (figura 46) (tabla 49).

En las muestras de los pacientes con un cuadro moderado de GEA (puntuacion
>8-11) hubo mayor aislamiento de NV, ASTV y ADV que en las de los pacientes con

cuadro severo. Estas diferencias no fueron significativas.

En cuanto a las bacterias, el numero de aislamientos de Salmonella y Aeromona
fue mayor en el grupo de pacientes con cuadro severo de GEA. En cambio,
Campylobacter se encontrdé en menor frecuencia en el grupo moderado con respecto al

severo. Tampoco hubo significacion estadistica.
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160 & Cryptosporidium
140 HE.coli
120 & Aeromona
100 H Campylobacter
80 B Salmonella
60 HADV
40 HASTV
20 HNV
0 HRV
Escala severidad <11 Escala severidad 211

Figura 46. Distribucion de los aislamientos en los grupos de gravedad (%).

Escala de severidad

<11 >11

15 76
(27,8) (50,7)

Rotavirus 0,004

23 51

Norovirus (42.6) (34)

0,260

Astrovirus 7 (13) 11(7.,3) 0,262
Adenovirus 3 (5,6) 7 (4,7) 0,726
Salmonella 17 (31,5) 55 (36.,7) 0,494
Campylobacter 9 (16,7) 14 (9.3) 0,144
Aeromona 2(3,7) 7 (4,7)

E. coli 0 2(1,3)

Cryptosporidium 0 1(0,7)

Tabla 49. Distribucién de los aislamientos en los grupos de gravedad [n y (%)].
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5.6.2 ANALISIS DE CASOS EN LOS GRUPOS DE GEA MODERADO Y SEVERO

RV aporté el 30,7% de los casos severos de GEA (n=150) frente al 5,6% que
aport6 al cuadro moderado (n=54). Esta diferencia fue significativa con un p-valor de
0,001. La distribucion del resto de gérmenes como unico agente etioldgico y las

coinfecciones en los grupos de gravedad no mostr6 significacion estadistica cuando se

excluyé a los pacientes con GEA por RV (p=0,289) (figura 47) (tabla 50).

100
90
30 & Negativo
70 H Coinfeccion
60 H Bacterias
50 H ADV
40 W ASTV
30
ENV
20
E RV
10
0
Escala severidad <11 Escala severidad 211

Figura 47. Distribucion de la etiologia de la GEA en los grupos de gravedad (%).
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Escala de severidad

<11 > 11 o
n= 54 n=150 p-v

3 46
(5,6) (30,7)

Rotavirus

. 13
Norovirus 24.1) 12 (8)

Astrovirus 1(1,9) 1(0,7) 0.001

Adenovirus 1(1,9) 3(2)

Bacterias 8 (14,8) 19 (12,7)

Coinfeccion 24 (44.,4) 64 (42,7)

Tabla 50. Distribucion de los agentes productores de GEA en los grupos de gravedad [n y (%)].

5.6.3 ANALISIS DE LOS TIPOS G y P DEL ROTAVIRUS EN LOS GRUPOS DE GEA
MODERADA Y SEVERA

La distribucion de los tipos G y P de los RV presentes en el 50,7% de los casos

severos y en el 27,8% de los casos moderados de GEA se muestra en la tabla 51.

P[6] y P[8] aparecieron en el 8% y el 28% de los pacientes con GEA severa
mientras que en el grupo moderado no se detectd P[6] y P[8] aparecio en el 4% de sus
casos. Estas diferencias fueron significativas con un p-valor de 0,039 y 0,002
respectivamente. G1 es el unico genotipo G que tuvo significacion estadistica al estar en
el 22% de los sujetos del grupo severo y en el 5,6% en el moderado (p-valor 0,007)
(figura 48).

La distribucion del resto de tipos G y P segun la severidad del cuadro no mostr6
diferencias estadisticamente significativas. En el grupo severo se encontraron los dos

RV mixtos por lo que el porcentaje de tipos G excede del total.
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Escala de severidad

<11 z 11 -valor
n= 54 n=150 p-v

3 33
! (5.6) 22) 0,007
3 20
- (5.6) (133) |
G3 2(3,7) 0 0,069
G4 1(1,9) 9.(6) 0,113
0 5(3,3) 0,575

6(11,1) 11 (7,3) 0,206

0 1(0,7)

0 12 (8) 0,039

4 (7.4) 42 (28) 0,002

PIND 11 (204)  21(14) 0,233

Tabla 51. Distribucion de los genotipos G y P en los grupos de gravedad [n y (%)].

60 EPIND
“P[8]
50
EPple]
40 = P[4]
EGIND
30
HG9
20 G4
| ]
10 G3
HG2
0 . . EG1
Escala severidad <11 Escala severidad 211

Figura 48. Distribucion de los genotipos G y P en los grupos de severidad (%).
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5.6.4 ANALISIS POR SEXO Y EDAD EN LOS GRUPOS DE GEA MODERADA Y
SEVERA

No hubo diferencias significativas en la distribucion del sexo en los grupos

segun su severidad. El porcentaje de pacientes varones fue mayor en los dos grupos
(tabla 52).

En cuanto a la edad, los pacientes menores de 6 meses aportaron un mayor
porcentaje de casos al grupo de GEA moderada que al severo, siendo significativa esta
diferencia con un p-valor menor de 0,001. En cambio, los pacientes con edades
comprendidas entre 6-24 meses y los mayores de 24 meses aportaron mas casos al
grupo de GEA severa que al moderado (46% / 24,1% y el 30,7% / 18,5%)
respectivamente. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0,001)

(tabla 53) (figura 49).

Escala de severidad

=l =11 -valor
n= 54 n=150 P
@/9 (%) 61,1/38,9 53,3/46,7 0,324

Tabla 52. Distribucion del sexo en los grupos de gravedad.

Escala de severidad

<11 >11 o
n=54 n=150 p-valo

<0,001
131

Grupo <6 m 31(57.4)  35(233)

Grupo >6-24m 13 (24,1) 69 (46)

Grupo>24 m 10 (18,5) 46 (30,7)

Edad (medianay

percentiles) 4 (1;18) 15 (6;28)

Tabla 53. Relacion de la edad con los grupos de gravedad [n y (%)].
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100 (7 —

90
80 [
70

60 > 24 meses

50 > 6-24 meses
40

30
20
10

0
Escala severidad <11 Escala severidad 211

M < 6 meses

Figura 49. Relacion de la edad con los grupos de gravedad.

5.6.5 ANALISIS DE LOS PARAMETROS CLINICOS EN LOS GRUPOS DE GEA
MODERADA Y SEVERA

La triada vomitos, fiebre y deshidratacion fue mas frecuente en los casos severos
de GEA (n=150) que en los moderados (n=54), siendo estadisticamente significativo
(p< 0,001). En cambio, la presencia de sangre en las deposiciones fue un signo que
aparecid en mayor porcentaje (68,5%) en la GEA moderada que en la severa (42,7%)
siendo significativa esta diferencia con un p-valor de 0,001. No hubo diferencias entre

los dos grupos de gravedad al analizar la presencia de mucosidad en las deposiciones
(tabla 54) (figura 50).

132

Gastroenteritis virales de origen comunitario en nirios menores de 5 arnos ingresados en
Ggran Canaria



Resultados

Escala de severidad

<11 z 11 -valor
n= 54 n=150 p-v

Deposiciones con 38 103
moco (70,4) (68,7)

0,816

Deposiciones con 37 64

sangre (68.,5) (42,7) 0,001

Vémitos 12(22,2) 113(753) KM

Fiebre 26 (48,1)  130(86,7) | i

Deshidratacion 2(3,7) 48 (32) <0,001

Tabla 54. Distribucion de los parametros clinicos en los grupos de gravedad [n y (%)].

100
90
80
70
M Deposiciones mucosas
60
50 M Deposiciones con sangre
M Vomitos
40
HE
30 Fiebre
- . .
20 Deshisdratacion
10
0
Escala Escala
severidad <11 severidad 211

Figura 50. Distribucion de los parametros clinicos en los grupos de gravedad (%).
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5.6.6 ANALISIS DE LA ESTANCIA HOSPITALARIA EN LOS GRUPOS DE GEA
MODERADA Y SEVERA

En cuanto a los dias de ingreso no hubo diferencia entre los grupos (tabla 55).

Escala de severidad

<11 >11 o
n=54 n=150 p-valo

5 6
“4;7) “4;7)

Tabla 55. Estancia hospitalaria en los grupos de gravedad. Los valores se expresan en
mediana y rangos intercuartilicos.

Dias de ingreso 0,132

5.6.7 ANALISIS DE LOS FACTORES EPIDEMIOLOGICOS EN LOS GRUPOS DE
GEA MODERADA Y SEVERA

La distribucién entre los grupos de severidad de los factores epidemioldgicos no

mostrd significacion estadistica (tabla 56).

Escala de severidad

<11 z 11 -valor
n= 54 n=150 p-v

8 27
(14,8) (18)

Guarderia 0,617

Contacto con 15 47

diarrea (27,8) (31,3) e

Contacto con

extranjero 35.6) 13.(8,7) 0,766

Vacuna RV 23,7) 7(4,7) 1

Tabla 56. Distribucion de los factores epidemiolédgicos en los grupos de gravedad [n y (%)].
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5.6.8 ANALISIS DE COMPLICACIONES EN LOS GRUPOS DE GEA MODERADA Y
SEVERA

En el grupo de GEA moderada aparecieron 4 casos de IPLV frente a los 2 casos

que aparecieron en el grupo severo. Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p
0,043) (tabla 57).

Escala de severidad

<11 211 -valor
n= 54 n=150 P
4 2
IPLV 14 (13 0,043

Tabla 57. Aparicidn de IPLV en los grupos de severidad [n y (%)].

5.7. REGRESION LINEAL MULTIVARIANTE PARA LA ESCALA DE
SEVERIDAD

Para la escala de severidad, las variables seleccionadas mediante el método del
mejor subconjunto de variables fueron la edad y los serotipos P[6] y P[8]. Sin embargo,
en el modelo aditivo en el que se model6 la edad mediante un spline ctbico, el P[6] no

mantuvo significacion estadistica. El modelo final se resume en la tabla 58.

Coeficiente (SE)
Término independiente 13,03 (0,175) -
TR spline ciibico (figura3)  <0,001

. P[8] 1,128 (0,378) 0,003

Tabla 58. Andlisis logistico multidimensional para puntuacion de gravedad superior a 11.

El modelo por tanto puede escribirse:
Escala de severidad=13,03+s(edad)+ 1,128xP[8] +error aleatorio

Donde la funcion (edad) se muestra en la figura 51. Notese que el efecto de la edad

sobre la severidad mantiene una forma similar a la del anélisis univariado presentado en
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la figura 52. El modelo indica que el valor esperado de la severidad se incrementa en

1,128 cuando el nifio presenta una infeccion por RV con tipo P[8] (p-valor= 0,003).

Efecto de la sobre la escala de gravedad

L H\HHHHJJHHHHHIHHHH\ [HNIIAT W\\\I\ \ \IH L [l ‘I [ |

0 10 20 30 40 50 60

Edad (meses)

Figura 51. Efecto no lineal (IC-95%) de la edad sobre la escala de severidad deducida del modelo
aditivo.
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Figura 52. Evolucion de los valores esperados de la escala de severidad segtin edades. Los valores esperados

(linea azul) se obtuvieron mediante splines cubicos.

5.8. DISTRIBUCION DE LAS GEA SEGUN AGENTE CAUSAL POR ZONA

GEOGRAFICA

Las Palmas | Telde Sur Norte Centro
Negativo 4 (3,9) 2 (10) 2 (3,8) 1(5,9) 0
Rotavirus 21 (20,4) 8(40) 13(24,5) 2(11,8) 5(55,6)
Norovirus 10 (9,7) 1(5) 10 (18,9) 4(23,5) 0

Astrovirus 1(1) 1(5) 0 0 0

Adenovirus 3(2,9) 0 1(1,9) 0 0
Bacterias 14 (13,6) 2 (10) 7(13,2)  2(11,8) 2(222)

Coinfeccion 50 (48,5) 6(30) 20@37,7) 8(47,1) 2(2222)

Tabla 59. Distribucién de los casos por zona geografica de la isla [n y (%)].
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5.9. MARCADORES EPIDEMIOLOGICOS

En las tablas se exponen los marcadores epidemiologicos de la GEA adquirida

en la comunidad en menores de 5 afios hospitalizados en la isla de Gran Canaria.

La incidencia de hospitalizacion por gastroenteritis se ha mantenido estable en
los afios analizados. El afio con mayor tasa de ingresos fue 2009 y 2013 el de menor,

coincidiendo con la menor incidencia de hospitalizacion por rotavirus.

Ao

Casos/1000 nifios < 5 afos/ano

| Afio

| 2008 | 2l

| 2009 2,7

| 2010 22

| 2011 | 1.9

| 2012 | 23

| 2013 | 0.8

2014 | 23

Tabla 60. Incidencia de ingreso por GEA adquirida en la comunidad

Aflo | Casos/1000 nifios <5 aiios/afio |
2008 12
2009 0,9
2010 0,5
2011 0,5
2012 1
2013 0,2
2014 1,3
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El peso que representa tanto las gastroenteritis en general, como las producidas
por RV con respecto al total de ingresos en nifios menores de 5 afios no ha sufrido

variaciones importantes entre 2009 y 2014.
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Casos/100 nifos < 5 anos

ingresados/ano
2009
2010
2011
2012
2013
2014

Tabla 62. Frecuencia de GEA adquirida en la comunidad como motivo de ingreso.

2,4

»
[\S)

2,4

Ao

Casos/100 nifos < 5 aios
ingresados/aio

2009
2010
2011
2012
2013
2014

Tabla 63. Frecuencia de GEA por RV como motivo de ingreso.
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6. DISCUSION

Este estudio es el primero y unico realizado en Canarias en el campo de las
gastroenteritis a nivel pediatrico, en el que se ha realizado una busqueda sistematica de
los agentes causales por medios diagnésticos de biologia molecular. Esta tesis pretende
comprender la epidemiologia de las gastroenteritis virales en los pacientes

hospitalizados menores de 5 afios en la isla de Gran Canaria.

Antes de iniciar la discusion, hay que ubicar el estudio temporalmente, ya que
existe un hecho muy importante que afecta a la epidemiologia de la GEA, la
disponibilidad de inmunizacion contra el RV. La vacunacion frente al rotavirus ha
supuesto un antes y un después, no soélo en el RV y sus cepas, sino en la importancia
relativa del resto de agentes causales. Existen multiples publicaciones en la literatura
tanto de la etapa prevacunal como de la vacunal, siendo importante en esta tltima los
paises que iniciaron una vacunacion sistematica o no. Los datos de esta tesis se originan
durante los 2 primeros afos del inicio de la vacunacion en Espafia, que esta disponible

desde mediados del afio 2006 de forma no sistematica.

ANALISIS DE LAS FRECUENCIAS DE HOSPITALIZACION Y LA INCIDENCIA DE
LA GEA EN GLOBAL Y POR ROTAVIRUS

La incidencia de hospitalizacion por GEA desde el afio 2008 al 2014 se mantuvo
en un rango de 0,8-2,7 casos por cada 1000 menores de 5 afios por afio. El afio mayor de

la misma fue 2009 y el menor 2013.

La incidencia de hospitalizacion por rotavirus en menores de 5 afios entre 2008 y
2014, oscilo entre 0,2-1,3 casos por cada 1000 menores de 5 afos por afio. Los afios de
menor y mayor incidencia casualmente fueron consecutivos, 2013 y 2014
respectivamente. El afio menor de la misma coincidié con el de menor incidencia de

ingreso por GEA en general.

La frecuencia de GEA adquirida en la comunidad como motivo de ingreso oscilo
entre 1 y 2,8% de nifios ingresados menores de 5 afios en el periodo 2009-14. El afio de
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menor porcentaje de ingreso fue 2013. La frecuencia de ingreso por rotavirus tuvo poca
variacion manteniéndose entre 0,2 y 1,3% de nifios hospitalizados. Los afios de menor y
mayor frecuencia de ingresos por RV coincidid con los afios de menor y mayor

incidencia por dicho germen.

Diversos estudios para evaluar el impacto de la GEA y en particular la que se
asocia a RV se publicaron en Europa con datos pertenecientes a la etapa previa a la
comercializacion de la vacuna. El estudio europeo prospectivo REVEAL (64) estim¢ la
incidencia de GEA en Bélgica, Francia, Alemania, Italia, Espafia, Suecia y Reino Unido
siendo sus resultados 17; 15,6; 7,6; 7,6; 12,2; 12,5 y 4,8 casos de GEA hospitalizadas
por cada 1000 nifios menores de 5 afios. Este mismo trabajo estimo la incidencia de las
hospitalizaciones en las que se detecté RV, siendo los datos 9,9; 8,7; 5; 5,2; 6,5; 7,7; 2,9
casos de RV hospitalizados por cada 1000 nifios menores de 5 afos. Otro estudio
prospectivo llevado a cabo por el grupo PROTECT (The Pediatric European Rotavirus
Comitee) (48) estim6 una incidencia de 0,3-11,9 casos/1000 nifios menores de 5 afios
con una mediana de 3. Dos revisiones retrospectivas, una de ellas realizada por la OMS,
reportaron una incidencia de hospitalizacion por RV de 3,7 y 2,9 casos por 1000 nifios
menores de 5 afios (66,79). En otras zonas desarrolladas como EEUU y Australia, la
incidencia oscil6 entre 2 y 8 casos de hospitalizacién por RV por 1000 nifios menores

de 5 anos (80).

En Espafia a finales de siglo pasado en Guiptizcoa se estim6 una incidencia de
3,11/1000 nifios menores de 5 afios ingresados y en Madrid en 2006 se reporto 2,6/1000
hospitalizaciones por RV (13).

Estas cifras, tanto europeas como nacionales, son mayores que las obtenidas a
partir de los datos de Gran Canaria para la incidencia de hospitalizacion por GEA y para
la causada por RV. No disponemos de datos previos de la época prevacunal para
comparar si estas tasas son mas bajas, o se mantienen los valores con respecto a la
introduccion de la vacuna en Gran Canaria. La introduccion de la vacuna frente al RV
en los programas de vacunacion infantil ha sido muy eficaz para reducir su incidencia
(16). Con estas cifras tan bajas de ingresos por GEA en general y por RV, junto con la
escasez de datos es complicado evaluar el impacto de las vacunas en nuestra isla. No
podemos saber si partimos de rangos de incidencia mayores y al introducir la vacuna ha
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habido una gran reduccion o si las cifras no se han modificado a pesar de coberturas
vacunales cada vez mayores. Si podemos afirmar, segiin las estimaciones obtenidas
desde que disponemos de datos, que la incidencia de ingresos por RV en nifios menores
de 5 afios en la isla de Gran Canaria se ha mantenido estable sin verse afectada por la
cobertura vacunal cada vez mayor. De hecho, la estimacion mas baja y mas alta se
dieron en los ultimos afios, con coberturas alcanzadas de 41% y 46% en 2013 y 2014

respectivamente.

Este hecho podria explicarse porque al tener poca incidencia, el potencial de
mejoria evaluado por reducir la tasa de hospitalizaciones tenga poco rango de mejora.
En este sentido, es posible que el mayor impacto sea a nivel de evitar casos graves que
precisen ingreso o consultas a los servicios de urgencias hospitalarios, aumentando los
casos que pueden controlarse de manera ambulatoria en atencion primaria. Ademas, las
tasas de incidencia de ingreso hospitalario pueden verse influenciadas por la
variabilidad de la practica clinica entre hospitales, las infraestructuras del sistema
sanitario o el método diagndstico empleado (48,64). Se informaran tasas mas elevadas
en aquellos estudios que empleen técnicas mas sensibles o que no tengan un sistema

apropiado y accesible de atencion primaria.

ANALISIS DE LOS RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

En total hubo 309 aislamientos en las 204 muestras fecales obtenidas de los

nifios incluidos.
ROTAVIRUS
Aislamientos de rotavirus

Rotavirus fue el germen mas frecuente, encontrandose en el 29,4% de los

aislamientos. Este liderazgo lo tuvo en ambas temporadas del estudio.

RV estuvo presente en el 44,6% de los 204 casos incluidos, apareciendo como
unico agente etioldgico en 49 casos (24%) y en coinfeccidon con otros gérmenes en 42
(20,6%). Esta distincion de los RV aislados de forma tnica, en coinfeccion o de forma

global, es importante a la hora de comparar estos resultados con la literatura cientifica.
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Algunos de los trabajos de impacto disefiados para determinar las hospitalizaciones
atribuibles a rotavirus (64,81) dan sus cifras y estimaciones en funcién de los RV
aislados de forma global en los casos reclutados, ya que no se realiza una busqueda
sistematica de otros gérmenes que pudieran participar. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que en las coinfecciones es dificil asegurar cual de los gérmenes detectados es el
real causante de la GEA o si todos aportan sintomatologia. Partiendo de esta premisa, el
porcentaje del 44,6% de casos en los que se encontrd rotavirus es consistente con los
porcentajes de deteccion en las publicaciones de los mismos afios y en la era
prevacunal. La mediana mundial de RV en los nifios hospitalizados por GEA menores
de 5 afios es del 39%, con un rango aproximado de 20-73% (20,51). Los porcentajes
detectados no varian entre continentes. El estudio europeo multicéntrico prospectivo
REVEAL (82) que fue llevado a cabo los afios 2004-2005 en Europa Occidental
comunic6 un rango de deteccion del 35-63%. En esta misma region, otra revision
realizada por el grupo PROTECT (The Pediatric European Rotavirus Comitee) (48),
estimd que el porcentaje de hospitalizaciones en las que se aislo RV fue del 40% con un
rango de 14 a 54%. Una revision de las hospitalizaciones en Europa del Este comunico
un 38,1% de casos en los que se aislo RV (23). Publicaciones que recogen datos de la
region denominada por la OMS como region del Mediterraneo Oriental, que se extiende
desde Marruecos a Pakistan y estudios del continente asidtico, refieren valores de
hospitalizaciones del 37%, 40% y 45% (68,80,83) y rangos similares (14-67%)(19,83).
Una revision sudamericana en 2004 report6 un porcentaje del 31-38% y un rango de
16% al 52% (84).

Si se realiza un andlisis comparativo entre los distintos paises, podemos ver que
existen diferencias entre los porcentajes publicados entre ellos y también en un mismo
pais. En revisiones de la época prevacunal realizadas en paises de Europa del Este y en
el norte de Africa y Oriente Medio, se dieron oscilaciones en los porcentajes reportados.
Paises como Rusia, Polonia, Bulgaria o Arabia redujeron sus hospitalizaciones por RV
en un 50% en un periodo de tiempo relativamente corto, menos de 10 afios. En cambio,
paises como Egipto o Iran sufrieron un aumento de los casos detectados (19,23). Un
estudio chileno publicado en 2007 informa de un 14% de hospitalizaciones por RV, que
contrasta con cifras mayores de paises latinoamericanos como Paraguay con un 43% o

Guatemala con mas del 80% de ingresos (85). También se dan casos de porcentajes muy
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similares en paises muy diferentes como Australia, Japon, India, Rusia, Turquia o
Grecia (34,43,86,87,88,89) a su vez semejantes a los encontrados en Gran Canaria. En
Espana los porcentajes publicados por dos estudios prospectivos prevacunales
multicéntricos europeos fueron similares, con el 53% y el 52,4% de RV en los nifios
menores de 5 afios hospitalizados por GEA (25,48). Sdnchez-Fauquier y cols. en Espafia
comunicaron en la época prevacunal un porcentaje de aislamiento del 61,4% (18). Al
inicio de la época vacunal en Espafia se publicéd el estudio VIGESS-net (74) que se
realizd de forma prospectiva entre los afios 2006 y 2008. Se reportd en el mismo una
frecuencia de aislamiento de RV en nifios menores de 5 afos hospitalizados por GEA
del 40,1%, aplicando técnicas moleculares en las muestras recibidas de hospitales de
varios puntos de la geografia espafola. Notese la diferencia de aislamientos entre los
dos estudios multicéntricos prospectivos espaioles 61,4% en el prevacunal y 40,1% en

el de la época vacunal (18,74).

Junquera y cols. (71) en 2009 detectd 45% de RV aislados. En 2010 Sanchez-
Fauquier y cols.(73) en Madrid detectaron un total de 117 (31,6%) cepas de rotavirus en

un area de cobertura vacunal del 40%.

La introduccion de la vacuna frente al rotavirus ha supuesto un cambio en la
magnitud de la GEA producida por RV, dando como resultado una reduccion
significativa de gastroenteritis graves, hospitalizaciones y muertes tanto en los paises
desarrollados, como los paises en desarrollo (88). Este cambio ha sido mas evidente en
las naciones que han afiadido la inmunizacion frente a este virus en los calendarios
vacunales sistematicos (67). Se han publicado datos de los paises que adoptaron la
vacunacion sistematica como Bélgica, Brasil, M¢jico, Estados Unidos, El Salvador,
Austria y Australia que muestran una disminucion importante de las hospitalizaciones
en las que se detecta rotavirus (26,67,90,91,92,93,94,95). Otros trabajos de estas
naciones complementan la efectividad de la vacuna informando una disminucion de los
casos notificados y test diagnésticos realizados (96,97,98), disminucion de la
mortalidad (99), o de la enfermedad severa (100). En los paises con disponibilidad de la
vacuna pero no de forma sistematica a través de los calendarios vacunales, también se
reporta una disminucion de las hospitalizaciones. Uhlig y cols. (101) en Alemania y

Vesikari y cols. (102) en Finlandia, con coberturas vacunales entorno al 25-30%
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informan de un descenso de las hospitalizaciones. Con coberturas del 40-50%, en
Espana Martinén-Torres y cols.(103) y en Alemania Dudareva-Vizule y cols. (104)
confirman también esta disminucion. El efecto posible de la inmunidad de grupo puede

que tenga importancia en los paises con cobertura parcial (20).

En la primera temporada de nuestro trabajo, el porcentaje de casos de RV
aislados fue de 45,9% y en la segunda de 43,2%. Las coberturas vacunales en la
provincia de Las Palmas fueron del 11%,35%,45% en los afios 2007, 2008, y 2009
respectivamente. Las coberturas en Canarias fueron en esos mismos aiios de 12%,34% y
46%. Por tanto, segiin estos parametros, la introduccion de la vacuna no supuso gran
descenso de las hospitalizaciones por RV en Gran Canaria. Sin embargo, la eficacia de
la vacuna ha sido mas que probada por diversos ensayos. Una revision europea de los
afios 2006 a 2014 estim6 una eficacia del 65-84% para prevenir la hospitalizacion,
similar a la observada en Estados Unidos y Latinoamérica (105). En Espafia Martinon-
Torres y cols.(106) encontraron una efectividad similar para ambas vacunas
comercializadas. Pérez-Vilar y cols. (107) en Valencia al inicio de la implantacion de la

vacuna estimaron una eficacia del 86% en evitar hospitalizacion.

En el afio 2010, se comunicd la deteccion de particulas de circovirus porcino en
Rotarix” y fragmentos de ADN de estos virus en Rotateq”. La Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) limité las disponibilidad de lotes de
dichas vacunas. La seguridad de ambas fue evaluada por la OMS, la Food and Drug
Administration (FDA) de EEUU y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA),
concluyendo que mantenian su eficacia y que la presencia de elementos de circovirus
porcino no suponia riesgo para la salud. La Asociacion Espafiola de Pediatria (AEP); la
Asociacion Espafiola de Vacunologia (AEV); la Sociedad Espafiola de Infectologia
Pediatrica (SEIP) y la Sociedad Espaiola de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricién
Pediatricas (SEGHNP) se posicionaron a favor de la distribucion de nuevo de ambas
vacunas. La AEMPS decidié liberar de nuevo Rotateq”, pero desde entonces Rotarix®
no estd disponible en Espaina (108). Durante esa etapa en Galicia Martinon y cols. (109)
detectaron un aumento de los casos del 260% fruto de la caida de la cobertura del 49%
al 22% por falta de vacuna. Por tanto, la eficacia de la vacuna estd demostrada en

Espana.
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Una posibilidad de que el nimero de ingresos debido a RV en menores de 5
afos no disminuyera en Gran Canaria, como debiera esperarse, podria explicarse por el
hecho de que la cohorte de edad situada entre los 6 meses y 24 meses no fue candidata a
vacunarse cuando estuvo disponible la vacuna. Estos nifios eran susceptibles de padecer
GEA por RV los afios sucesivos y por tanto, mantener el nivel de casos o se diera un
descenso mas paulatino. Este fenomeno fue observado en EEUU, donde en el primer
afo de vacunacion se produjo un rapido descenso de los casos y en el segundo afio el
descenso fue menor de lo esperado por aumento de las hospitalizaciones de los nifios
mayores que no fueron candidatos a vacunarse (20). En Singapur y Finlandia incluso se
detectd6 aumento de las hospitalizaciones a pesar de la introduccion de las vacunas

(26,67).

Otra posibilidad es la fluctuacién natural de la GEA por rotavirus, capaz de
oscilar de un afio a otro y que al no tener una vacunacion sistematica, no se ve
modificada en demasia (67). Una revision sistematica europea realizada desde el inicio
de la disponibilidad de la vacuna por Usonis y cols. (26) puso de manifiesto que los
diferentes trabajos de los paises analizados informaron de una disminucién a partir de

un 20-25% de cobertura.

También hay que tener en cuenta la heterogeneidad que existe entre los disefios
de los estudios, los métodos de deteccion empleados y las diferencias entre los sistemas
sanitarios. Las practicas de hospitalizacion varian entre hospitales de un mismo pais y
entre paises, que a su vez pueden tener un sistema de atencion primaria eficaz y muchos
casos pueden manejarse en casa sin ingresar (64). Otro factor que puede influir en los
porcentajes publicados es la importancia que puedan tener otros gérmenes como las
bacterias que aumentaria el denominador y por tanto, disminuiria la importancia relativa

del RV. Este factor se corrige calculando tasas de incidencia (51).

Analisis de los casos de rotavirus

Rotavirus estuvo presente en 91 de los 204 pacientes incluidos, en 49 nifios
como unico agente causal (24%) y en 42 en coinfeccion con otros gérmenes (20,6%).
RV se encontré en 17 casos (8,3%) en coinfeccion con otros virus exclusivamente.
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Como agente unico causal fue el grupo mas numeroso de ambas temporadas tras las
coinfecciones. Los sujetos en los que se aisl6 RV como unico agente etiologico, son en

los que podemos atribuirle la responsabilidad de la sintomatologia.

El porcentaje de RV aislados como agente inico o en coinfeccion varia entre las
publicaciones. Mucho tiene que ver la técnica diagnoéstica utilizada, si se realizdé una
busqueda de todos los agentes causales o la época del estudio por influencia de la
vacuna. Existen pocos trabajos que especifiquen el porcentaje de RV aislados solos o

con otros gérmenes. La mayoria notifican aislamiento global.

En Espatfia en la etapa prevacunal un estudio multicéntrico liderado por Sanchez-
Fauquier utiliz6 técnicas de biologia molecular aislando el RV como agente tnico en el
55,2% de las muestras y en el 6,3% en coinfeccion. Los rangos de aislamiento unico
estuvieron entre el 36,7% en Leon y el 68,2% de Valencia (18). Al inicio de la era
vacunal en Espafia destaca el estudio VIGESS-net entre 2006 y 2008, que reporta 33,9%
de individuos con RV como unico agente etioldgico y 6,2% con otros virus entéricos
(74). Séanchez-Fauquier y cols. (73) en Madrid en 2010 en un area de cobertura vacunal
estimada del 40% publicaron que RV se encontré6 como unico agente en 104 (28,1%)
muestras y en coinfeccion con otro germen en el 3,5% de los casos. Notese la
disminucién del porcentaje de RV aislado como agente causal etioldgico Uinico en estos
tres trabajos espafioles que utilizan biologia molecular como método de deteccion. En
Gran Canaria el porcentaje de casos por RV sélo fue ligeramente menor que el
reportado por los estudios mencionados, no asi el porcentaje de casos de RV aislados en

coinfeccion virica que fue mayor.

En el ambito europeo, Podkolzin y cols. (89) en Rusia sin influencia de la

vacuna detecta el 33,3% de RV como germen tnico y un 10,3% en coinfeccion.

Analisis de las cepas

Se consiguid el genotipo completo de 57 (62,6%) cepas de los 91 RV
detectados, 2 de ellas tuvieron genotipo mixto. Se obtuvo el genotipado parcial en 19

(20,9%) y no se pudieron determinar 15 (16,5%).
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Las cepas aisladas fueron por orden de frecuencia G1P[8] (n=25; 27,5%),
G2P[6] (n=12; 13,2%), G4P[8] (n=7; 7,7%), G2P[8] (n=6; 6,6%), GOP[8] (n=4; 4,4%) y
G2P[4] que al igual que G1-9P[8] y G1-4P[8] se aislaron en una ocasion (n=1; 1,1%

respectivamente).

Las cepas de RV estan sometidas a una variabilidad temporal, fenomeno
ampliamente estudiado pero poco comprendido (26). Multitud de estudios y revisiones
de d&mbito mundial, continental, nacional y regional han notificado las cepas detectadas
a lo largo de los afios, intentando conocer si las oleadas que se observan en los
genotipos detectados siguen algin patron. Las redes de vigilancia hospitalaria
instauradas por la OMS suponen un paso adelante en intentar comprender los cambios
en las cepas circulantes de RV. Sin embargo, ningun trabajo ha sido capaz de predecir
qué cepas predominaran en los afios sucesivos o distinguir tendencias a corto plazo
(22,23,25). Ademas existe la hipdtesis sobre la posible influencia de las vacunas en la
fluctuacion natural de las cepas, ya de por si poco comprendida, y que se seleccionen
cepas emergentes que a largo de los afios haga disminuir la efectividad de las vacunas.
Por tanto, es importante la monitorizacion de las cepas en todo el mundo y
especialmente en los paises que han adoptado la vacunacion sistematica (16,26,86). En
Canarias no hay ningun estudio previo ni posterior a éste que determine las cepas
circulantes en nifios ingresados. Aunque no se ha podido identificar ningin patrén
definido, si se pueden analizar tendencias que hacen que existan algunos fenémenos

constatados.

A nivel mundial, los genotipos G1P[8], G2P[4], G3P[8] y G4P[8] representan el
88% de las cepas circulantes de la etapa prevacunal (13,17,18,21,24). Si se realiza
distincion por continentes, Estados Unidos, Europa y Australia presentan un 90% de
homologia con estas cepas. En cambio Sudamérica o Asia solo presentan un 68% de
homologia y Africa, un 50% (24). La cepa G1P[8] es la mas aislada y la predominante
en todo el mundo para la que se detectan aislamientos del 70% en Europa, EEUU y
Australia, 30% Sudamérica y Asia y 23% Africa (24). La diversidad de cepas es mucho
mayor en estos 3 ultimos continentes, con porcentajes mayores de cepas inusuales 11-
27% con respecto a Europa, Australia y Norteamérica, cuyo porcentaje oscila entre el

0,1 y el 5% (24,26). Los genotipos detectados en Gran Canaria completamente
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tipificados son 6 sin tener en cuenta los dos mixtos y de ellos 3 son de los mas
frecuentes de la época prevacunal. Si tenemos en cuenta la totalidad de las cepas
aisladas en Gran Canaria, guardan un 36,4% de homologia con los 4 genotipos mas
frecuentes de la época prevacunal en el mundo. Si no tenemos en cuenta los RV

indeterminados o parcialmente tipificados el porcentaje de homologia asciende a 57,9%.

Una revisién prevacunal analizd por separado los genotipos G y P. De este
modo, G1-4 representan el 97,5% de las infecciones por RV en Asia, Norteamérica y
Europa, mientras que en Sudamérica, Africa y Australia la frecuencia relativa fue 89%;
83,5% y 90,4% respectivamente (24,69). Los RV aislados en nuestros casos presentan
todos estos genotipos salvo que se aisla también G9, lo que supone un 100% de
representacion de los genotipos G circulantes de esos afios. Esta misma revision
determina con respecto a los genotipos P, que P[8] y P[4] suponen el 90% de los
genotipos P de todo el mundo a excepcion de Africa donde representan el 70%. En este
continente P[6] ocupa un tercio de los P detectados y esta en segundo lugar tras P[§]
(24,69). El patron de genotipos P de Gran Canaria es similar al africano, detectandose
un 50,5% de cepas con P[8], con P[6] en segunda posicién (13,2%). Sélo se encontrod un

P[4] en nuestros datos.

Otro de los hechos establecidos es la emergencia de G9P[8] o del tipo G9. Esta
cepa pasO en pocos afios de ser poco usual a convertirse en uno de los genotipos
predominantes (16). Los aislamientos de esta cepa se iniciaron en EEUU en los afios 80,
seguido de Japon a mediados de los 90 y posteriormente Australia y Europa a principios
de siglo. Tanto fue asi, que G9P[8] se incorpor6 a las 4 cepas mayoritarias previas en
todo el mundo en los afios justo anteriores a la introduccion de las vacunas. Este hecho
fue constatado por redes de vigilancia europeas como Eurorotanet (110), estudios
prospectivos multicéntricos (25,56,64), nacionales (43,89,111) y revisiones (22,79,81);
asi como publicaciones del resto del mundo (6,19,23,24,67,69,86). Si tenemos en cuenta
GIP[8], la homologia que guardan la cepas de Gran Canaria con los 5 genotipos mas
frecuentes circulantes de esa época, es del 40,7% y si solo tenemos en cuenta las cepas

totalmente tipificadas es del 64,9%.

Actualmente, un nuevo genotipo se ha incorporado a los 5 antes comentados. El
genotipo G12, generalmente acompafniado por P[8], se ha sumado a las cepas circulantes
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mas frecuentes a nivel mundial. La red de vigilancia Eurorotanet en su informe de 2014
publica que G1P[8], G2P[4], G3P[8], G4P[8], G9P[8] y G12P[8] representan el 92% de
cepas circulantes en Europa, el 98% de los genotipos G y P por separado (98). La
emergencia e incorporacion de G12 es un fenomeno que se ha comparado con lo
ocurrido con G9. Diversos trabajos al inicio de la comercializacion de la vacuna
informaban frecuencias de G12 de poca entidad pero cada vez en mas paises
(16,19,21,22,23,25,80,110,112). La primera notificacion de G12 fue en Filipinas a
finales de los afios 80 (24). La deteccion mas elevada de G12P[8] en Europa fue en
2011 con 7,3% de las muestras. La mayoria de esas cepas eran de Espafia, donde se
detectd G12 por primera vez en 2008 y paso al 5,1% de los aislamientos en 2011 (73) y
concretamente en el Pais Vasco (113). La temporada siguiente la frecuencia descendio
en Espafia al igual que en el resto de Europa (98). Un surgimiento similar se reportd en
Nepal entre los afios 2005 y 2007 donde G12 fue la cepa predominante (114). La
homologia de las cepas de nuestro estudio con las circulantes en la era postvacunal, es

igual a la de la etapa prevacunal, ya que no se detecté ningiin G12 en Gran Canaria.

Aunque las cepas cocirculantes se correspondan en su mayoria a las detectadas
mayoritariamente en el mundo, la importancia relativa de cada cepa en cada lugar y
cada afio es muy variable. La mas comun entre los distintos paises y que a su vez ha
ocupado en la mayoria de los estudios, el primer lugar en frecuencia de aislamiento es
GI1P[8]. Esto es un hecho que se ha dado tanto antes, durante y después de la
implantacion de las vacunas en la mayoria de los paises. Revisiones mundiales,
continentales, nacionales 0 regionales lo confirman
(16,22,25,26,86,89,98,110,111,115,116,117). Esta cepa es la més aislada en los nifios

menores de 5 afios ingresados por GEA en Gran Canaria.

La segunda cepa en importancia en Gran Canaria fue G2P[6], que no ha estado
incluida en los genotipos circulantes mas frecuentemente aislados en el mundo. Una
revision de la OMS en 2010 (16) la cataloga de poco comun y predominante en Africa.
Se ha asociado P[6] a infecciones en cerdos (18) y representa el segundo genotipo P
mas frecuente en Africa donde suele asociarse a G2 0 a G8 (24). Es raro aislar G8 fuera

de Africa (69). En Gran Canaria no se aislé ningtin G8. En Espafia Sanchez-Fauquier y
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cols. (73) solo detectd P[6] con una frecuencia del 0,8% de los casos frente al 5,9% de

los casos en Gran Canaria.

En nuestro trabajo, solo se ha detectado G2P[4] en una ocasion y ningun G12, ya
sea parcialmente tipificado o asociado a P[8]. La importancia de los mismos es debida a
que se ha vinculado su auge a la introduccién de la vacuna (72, 1). G2P[4] ha estado
incluido en los genotipos mas frecuentemente aislados, pero con poca importancia
relativa. En los paises que han implantado la vacunacion de forma sistematica como
Austria o Bélgica, G2P[4] es la cepa predominante desbancando a G1P[8] (26,98). Sin
embargo, se pone en duda si es debido directamente a la presion o seleccion de cepas
por medio de la vacuna o por el contrario, si es fruto de la fluctuacion natural de las
cepas de RV (118). En este sentido, existen aumentos coetdneos en otros paises y
regiones que no tienen influencia por parte de la vacuna y que también han detectado
aumento de G2P[4]. Este es el caso de Espafia en la temporada 2003-04, Lituania en
2005-06 o una region de Portugal en 2007 (26,118,119). Brasil adopt6 la vacunacion
sistematica y también detectd un aumento de casos de G2P[4], sin embargo esta cepa
decayo en 2009. En Australia existe la particularidad de que la vacuna es universal pero
cada estado dentro del pais puede elegir qué vacuna aplicar, Rotarix” o Rotateq®. Se dio
que en los estados que aplicaron Rotarix® G2P[4] fue mas frecuente que GI1P[8] y
donde se aplico Rotateq® ocurrié a la inversa. Lo mas destacado fue que los afios
siguientes el fendmeno fue el contrario (26,86). Esto hace pensar que puede ser mas
debido a la circulacion natural de las cepas (26). Algo parecido ocurre con G12, que ha
tenido picos de deteccion previos a la existencia de las vacunas en Hungria y Eslovenia
en 2005 (23), pero su auge en Europa se produjo a medida que la cobertura vacunal
aumentaba como ocurrid6 en Espafia (73,113). Hasta el momento no se ha podido
establecer que las vacunas hayan seleccionado cepas emergentes y hayan producido
cambios que no sean achacables al discurrir natural de las cepas (26,98). En este
sentido, un estudio evaluo la secuencia genética de los cepas G1P[8] de paises con una
larga historia de vigilancia y que adoptaron la vacuna de forma sistematica como
Australia y Bélgica, concluyendo que G1P[8] no ha variado su diversidad genética a

pesar de la presion vacunal (120).
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Las siguientes cepas en frecuencia aisladas en Gran Canaria fueron por este
orden G4P[8], G2P[8] y G9P[8]. De éstas, G4P[8] y GIP[8] si se encuentran entre las

cepas circulantes mas frecuentes.

El estudio multicéntrico espanol VIGESS-net (74) se realizd en las mismas
fechas que este trabajo y por tanto, es el mas comparable a nivel nacional con nuestra
muestra. Las cepas mas frecuentes aisladas en Espafia entre los afios 2006 y 2008 fueron
GIP[8] (51,9%), seguido de GIP[8] (35,6%), G3P[8] (2,9%) y G2P[8] (2,2%). En
comparacion con Gran Canaria destaca que G1P[8] también fue la més frecuente, pero
G2P[6] y G4P[8] predominantes en la isla, no estuvieron entre las 4 primeras. G9P[§]
es la segunda a nivel nacional y es la quinta en Gran Canaria. El papel de G2P[8] es
similar siendo el cuarto en frecuencia en ambos lugares, pero con mayor porcentaje de

aislamiento en Gran Canaria.

Al no existir datos previos ni posteriores, no podemos identificar tendencias o
picos de cepas a largo plazo en Gran Canaria. El cambio de cepas predominantes de un
afo a otro entre continentes, paises e incluso regiones dentro de una misma nacion es un
hecho constatado en diversos estudios (23,24,25,26,79,81,86,98,110,117,121). La cepa
que predomina en un afio puede no detectarse el siguiente o mantenerse estable con
niveles bajos y luego resurgir. La primera temporada de nuestro estudio se caracterizo
por el predominio de G1P[8] seguido de G2P[6] que supusieron el 68% de las cepas
circulantes en la temporada 2007-08. En esta temporada se detectd el unico G2P[4] de
la muestra, al igual que s6lo hubo un aislamiento de G9P[8] y G2P[8]. En la segunda
temporada hubo un cambio radical, no aparecié ningin G2P[6] y G1P[8] cayd a 3
aislamientos que correspondian al 7,3% de las cepas. En cambio, la cepa predominante
fue G4P[8] que no estuvo presente la temporada anterior. La segunda en frecuencia fue
G2P[8] y la tercera G9P[8], igualada con GIP[8], pero tuvo tres aislamientos esta
temporada en comparacion con so6lo uno en la primera. El analisis del patrén de los
genotipos en cada temporada del estudio VIGESS-net (74) se realizé con los genotipos
G de las cepas. G9 predomind en su primera temporada con un gran descenso en la
segunda. G1 fue la mas frecuentes en la segunda temporada, con un gran ascenso
respecto a la primera. Esta segunda temporada del estudio VIGESS-net coincide con la

primera temporada de los datos de Gran Canaria donde G1 fue el mas frecuente,
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detectandose en el 52% de las cepas seguido de G2 en un 34%. En Gran Canaria, G9 no
fue un genotipo predominante en ninguna de las temporadas, aunque se concentr6 en la
segunda. G2 y Gl descendieron en la 2* temporada y G4 ascendid igualdndose

practicamente a G1.

Las cepas circulantes en Espafia al igual que en el resto del mundo han ido
variando de una temporada a otra. Entre los afios 1999 y 2004, los RV prevalentes en
Espana fueron GI1P[8] y G4P[8], alterndndose el primer lugar. En 2003-04 hubo un
aumento de G2P[4] y surgieron las cepas G9P[8] que predominaron en 2005-06
disminuyendo GI1P[8] de forma importante (13,18,26,74,118). Posteriormente se
detecto6 el aumento de cepas G12 (73,113).

Las cepas mixtas de RV se producen porque segmentos de genes pueden
reagrupase de forma independiente produciendo cepas recombinantes. Estas cepas son
fuente de diversidad viral (69). Santos y cols (24), en una revision mundial de cepas
circulantes entre 1973 y 2003, publicada en 2005, informa de los porcentajes de
aislamiento de cepas mixtas en diferentes lugares del mundo, detectando entorno al
15%, 12%, 10%, 4,8%; 2,3% y 1,8% en Sudamérica, Asia, Africa, América del Norte,
Australia y Europa respectivamente. Revisiones y estudios posteriores a nivel
continental y nacional revelan una tendencia clara en relacion con esta revision mundial.
El rango y los porcentajes de genotipos mixtos reportados son mayores en Sudamérica,
Asia y Africa (19,74,86,88) que los observados en Europa, Norteamérica o Australia
(86). El estudio espafiol VIGESS-net tuvo 8,4% de genotipos mixtos tipo G (74). El
porcentaje de los genotipos mixtos en los nifios hospitalizados en Gran Canaria fue del

2,2% de los RV aislados y se asemeja a los valores de los paises desarrollados.

Los porcentajes de cepas no tipificadas o parcialmente genotipadas descritos en
la bibliografia son diversos. Si los estudios revisados utilizan como técnica de deteccion
EIA, el porcentaje de cepas indeterminadas es mdas elevado. Los anticuerpos
monoclonales utilizados detectaran los genotipos para los que estan disefiados. Si la
muestra tiene un genotipo ya sea G o P inusual o con una mutacién leve, no lo
visualizara. Los disefios que utilizan RT-PCR disminuyen las cepas no tipificadas, pero
aun se informan porcentajes de indeterminadas con estos métodos. De forma similar a
lo que ocurre con los anticuerpos monoclonales, el cebador puede no unirse en el
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proceso de genotipado al realizar la RT-PCR. La mayoria de los estudios no
caracterizan la secuencia genética de las cepas no tipificables. Por tanto, no podemos
saber si son genotipos comunes con minimas mutaciones que impiden su tipificacion o
se trata de cepas inusuales (24,69,80). Con los genotipos indeterminados y las cepas
parcialmente tipificadas ocurre el mismo fenomeno que con los genotipos mixtos. Los
estudios y revisiones de Sudamérica, Asia y Africa informan de mayores porcentajes y
rangos de no tipificacion o genotipado parcial (10,19,86,88) que los trabajos publicados
con datos de Europa, Estados Unidos o Australia (22,74,81,86). Como referencia en
Europa, Forster y cols. (81) informaron de un 0,6% de cepas no tipificadas, y una
revision de Oriente Medio y Africa realizada por Khoury y cols. (19) report6 rangos de
5-20%. En Espaiia se han comunicado porcentajes de 9,2% cepas indeterminadas (73),
5,8% de GIND y 9,4% de PIND (74). Los porcentajes aportados por las cepas de los
RV de los casos reclutados en Gran Canaria son 16,5% de cepas indeterminadas, 20,9%
de cepas parcialmente tipificadas y 18,3% y 35,2% de GIND y PIND respectivamente.
Estos valores estdn mas en consonancia con los reportados por los estudios con datos

africanos, asiaticos y latinoamericanos.

El elevado aislamiento de cepas indeterminadas junto con la presencia de un
patron de cepas diferente al espaiol, incluyendo en los afios estudiados el predomino de
G2P[6] predominante en Africa; hace que surja la hipotesis de que las cepas y
tendencias en Gran Canaria se correspondan més por cercania geografica a Africa que a
los paises desarrollados al que pertenece nuestro modelo de sociedad. En Africa, Asia y
Latinoamérica se dan la mayor cantidad de cepas mixtas e indeterminadas y es donde
ademas, las cepas aisladas guardan menos similitud con los genotipos mayoritarios
circulantes en el mundo y con los incluidos en las vacunas. Esto plantea la importancia
de la vigilancia de sus cepas, ya que son zonas fuente de posibles cepas emergentes
(26). El origen de cepas emergentes se ha vinculado a la posibilidad de recombinacion
con cepas animales (16,18,19,24,111). G5, G8 y P[6] son ejemplos de este tipo de cepas
(24). En Sudamérica y en Africa son genotipos habituales y si se expandieran y llegaran
a ser predominantes pondrian a prueba la capacidad de las vacunas, haciendo que
dependa de su capacidad de proteccion heterotipica su eficacia (16, 24, 69). Segun la
cepas aisladas en nuestra muestra, todos los genotipos identificados excepto G9, P[4] y

P[6] estan representados en la vacuna disponible en Espafa, aunque estas cepas
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obtendrian proteccion parcial al estar combinadas con P[8] y G2 respectivamente. Sin
embargo, si tenemos en cuenta la totalidad de los genotipos G y P aislados, incluyendo
los indeterminados, la homologia de la muestra de Gran Canaria con los genotipos
incluidos en las vacunas es del 63,6%. Si no se tiene en cuenta los indeterminados, la
homologia asciende al 86,7%. Se ha sugerido la participacion de la inmigracion en el
fendmeno de fluctuacion y extension de las cepas entre continentes y paises. El estudio
VIGESS-net detectd el primer G8 en Espafia en 2007 (74). En Canarias estamos
influenciados por la inmigracién con vinculos importantes con Sudamérica, Africa y
Europa, por lo que es una zona en la que el patron de cepas puede tener que ver con
estos 3 continentes. En Gran Canaria no se detect6 ningin G5 ni G8, pero si predomino

P[6]. Para confirmar estas afirmaciones serian necesarios estudios mas largos.

Rotavirus y edad

Los rotavirus guardan una relacion directa con la edad; se estima que el 95 % de
los nifios menores de 5 afios habran sido infectados por RV (23,122), relacionado con la
inmunidad que confieren las infecciones sucesivas (20). La mayoria de las
publicaciones establecen que aproximadamente el 80% de los pacientes hospitalizados
son menores de 2-3 afios y sobretodo concentrados en el rango entre los 6 y 24 meses
(13,22,43,48,64,81,84,86,111,122,123). La concentracion de los sujetos en esta franja
de edad podria explicarse por la proteccion de los anticuerpos maternos en el caso de
lactancia materna en los primeros meses de vida y el desarrollo de la inmunidad natural
después de sucesivas infecciones (64). En los nifios hospitalizados en Gran Canaria, el
81,3% de los RV aislados y el 83,7% de los casos en los que fue el unico germen
detectado estaban en los menores de 24 meses. Ademas, en este grupo de edad RV
aparecid en el 58,5% siendo el mas frecuente. En los menores de 6 meses fue el
segundo germen en frecuencia de aislamiento y el tercero de los que se detectaron en

moninfeccion.

No se ha podido determinar si existe alguna relacion entre los genotipos de RV y
la edad (37,111). En Bélgica y Alemania en la época prevacunal el estudio REVEAL

detectd que todos los afectados por G3 correspondian a menores de 24 meses, hecho
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que no se dio en el resto de los paises evaluados. En nuestros datos G2, P[6] y P[§]
estuvieron de forma significativa mas presentes en el grupo de 6-24 meses. Las cepas
mas aisladas de nuestro estudio G1P[8] y G2P[6] también fueron mas frecuentes en este
grupo de edad. Este hallazgo es consistente con que en este grupo etario RV concentra

la mayoria de sus casos en nifios hospitalizados (13,22,43,48,64,81,84,86,111,122,123).

NOROVIRUS

El norovirus fue el segundo germen mads aislado de la muestra en 23,9%
(74/309). Estuvo presente en el 36,3% de los individuos, 12,3% como agente Uinico y
24% en coinfeccion con otro patdgeno, apareciendo asociado a otros virus de forma

exclusiva en el 2,9%. Ademas, se aislo en mas de la mitad de las coinfecciones (55,7%).

El papel de los NV como agente productor de GEA esporadica ha ido ganado
importancia con el paso de los afios. En relacion a la disponibilidad de la vacuna frente
a rotavirus, los estudios que informan sobre los NV como productor de casos
esporadicos han aumentado. Probablemente su papel ha sido subestimado en la GEA
esporadica por su vinculacidon tradicional a los brotes alimentarios y por la poca

disponibilidad de medios diagnosticos en los laboratorios habituales.

En Europa, Podkolzin y cols. en Rusia y Medici y cols. en Italia informaron de
porcentajes similares entorno al 10-12% de NV en nifios hospitalizados (89,124). En el
sur de Italia se ha comunicado la cifra mas elevada hasta ahora 48,4%, mayor que RV
(125). En Espana en la época prevacunal se encuentran cifras que coinciden en su
porcentaje de aislamiento (12,5%) (18) con nuestro porcentaje de NV como agente
etiologico unico. Junquera y cols. (71) en Espafa publico, coetaneamente a este trabajo,
porcentajes de aislamiento total del 17,3 %; 8,2% como agente tnico y 9,1% en

coinfeccion. Estas cifras son inferiores a las de Gran Canaria.

En Tailandia Khamrin y cols. (126) en 2007 y en Brasil Victoria y cols. (27) en
2004, refieren un 14,1% y un 20% de NV aislados respectivamente. Este ultimo similar

al porcentaje de NV aislados en Gran Canaria.
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A nivel mundial la media de deteccion es del 12% (54). Se observa que la
importancia del NV es similar en los paises desarrollados que en los menos
desarrollados, con porcentajes estimados entre 4-40% y 3-25%. Estos porcentajes para
ambos son mayores en los nifios hospitalizados que en los pacientes ambulatorios

(21,34).

La deteccion de NV en los nifios ingresados por GEA no se realiza de forma
rutinaria en nuestro hospital ni en muchos otros. Por tanto, muchos casos pueden ser
dados como negativos y ser ocasionados por NV. Roman y cols. (127) en Espaia
detectaron NV en el 31% de las muestras negativas para otros patdégenos. El porcentaje
de negativos en nuestro estudio es del 4,4% aplicando técnicas de biologia molecular
con mayor sensibilidad que las técnicas de deteccion de antigeno. Ademads, se ha
realizado una busqueda sistematica de los posibles gérmenes implicados, aunque se
encuentre un agente causal, también se realiz6 la técnica para el resto. Si se hubiera
aplicado la practica habitual el porcentaje de resultados negativos hubiera sido mayor
(26,5%), aunque este sigue siendo menor que el 40-50% de negativos estimado en la

bibliografia (3)

En cuanto a la edad, los NV detectados se distribuyeron uniformemente en los
grupos etarios. Si solo se tiene en cuenta los aislamientos, la mitad de los nifios mayores
de 24 meses ingresados presentaron NV. En cambio, si se analizan los casos en los que
se detectd como unico agente etioldgico fue el germen mas frecuente en los menores de
6 meses, mientras que en los mayores de 24 meses sOlo aparecid en 5 pacientes.
Probablemente tenga relacion con sus coinfecciones, ya que NV se presentd mas
asociado a otros gérmenes que en solitario, siendo su coinfeccion mas frecuente y la de
la muestra NV-Salmonella. Ademas tanto las bacterias como las coinfecciones son mas

frecuentes en los mayores de 24 meses.

Poca informacién existe sobre la distribucion por edad de los NV. Victoria y
cols. en nifos hospitalizados en Brasil publicaron que los NV fueron mas frecuentes en
los menores de 2 afios (27) al igual que en Gran Canaria con el 62,2% de los

aislamientos, estando en monoinfeccioén en un 80%.

160

Gastroenteritis virvales de origen comunitario en nifios menoves de 5 arios ingresados en
Gran Canaria



Discusion

ASTROVIRUS

Los astrovirus parecen tener un papel menos importante en la etiologia de la
GEA en los nifios hospitalizados que el de los RV y NV (34). En nuestro estudio fue el
tercer virus en frecuencia tras RV y NV. Se detecto6 en el 5,8% de los aislamientos y en
el 8,8% de los pacientes, de los que el 7,8% fue en coinfeccion y 1% como agente

causal tnico.

La cifra del 8,8 % se asemeja a lo reflejado en la bibliografia, donde los
porcentajes en diversas revisiones mundiales se sitllan en rangos entre el 2 y el 13%
(13,21,36). En Espafia el papel de los ASTV también es similar a nuestros datos. Guix y
cols. en una recopiliacion multicéntrica en Barcelona reportd un 4,9% de los casos
(128). El estudio VIGESS-net (74) recoge un 1,4% como aislamiento nico, similar al
1% de nuestros casos. Junquera y cols. (71), reportd un 0,6% de los aislamientos,
inferior a nuestro 5,8%. Sdnchez-Fauquier y cols. (73) publicaron el porcentaje de casos

con ASTV mas aproximado al nuestro con 7,3% .

Los ASTV detectados fueron mas frecuentes en los menores de 6 meses, al
contrario que De Benedictis y cols. (36) que refirieron que es mas frecuente en mayores

de 2 afios. Los pocos ASTV detectados no permiten realizar mas aseveraciones.

ADENOVIRUS

Adenovirus fue el virus menos frecuente de los nifios hospitalizados en Gran
Canaria. Estuvo presente en el 4,9% de ellos, 2% como agente unico y 2,9% en

coinfeccion.

Dado que su papel es similar al del ASTV, con poco peso en comparacion con
RV y NV (34) los trabajos que estudian especificamente al ADV y su participacion en
la etiologia de la GEA son escasos. Los porcentajes publicados son similares a los
obtenidos a partir de nuestros datos. Farkas y cols. (129) en EEUU refirieron un rango
1-20%. En Italia Valentini y cols. (130) y en Alemania Wiegering y cols.(59) detectaron
frecuencias similares de 11,2 % y 9,7% respectivamente. Una revision publicada en

2009 en paises en desarrollo realizada por Ramani y cols. report6 6,3% (21). En Espafia
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se dan porcentajes entre 1-9% (13,18,73,71). El estudio VIGESS-net (74) detectdé un
1,9% de los casos con ADV y Junquera y cols. (71) 1,4%, ambos similares entre si y
algo inferiores al nuestro. Un estudio francés llevado a cabo por Tran y cols. comunico

un porcentaje del 12% de etiologia tnica (116).
En cuanto a la relacion con la edad, no se dio ningin ADV en mayores de 2 afios.
COINFECCIONES

La coinfeccion fue el grupo mas numeroso, representando el 43,1%. Fue mas
numeroso que el grupo de RV como agente Unico causal. Es un grupo heterogéneo
donde se hallaron combinaciones viricas puras, virus con bacterias y a su vez dobles,
triples e incluso cuadruples infecciones en un mismo nifio. La modalidad mas frecuente
fue virus con bacteria que se encontr6 en el 34,3% de los sujetos y en el 79,5% de las
coinfecciones. La coinfeccion virica pura se dio en 8,8 % de los pacientes y en el 20,5%

de las coinfecciones.

Pocos estudios mencionan las bacterias participando en las coinfecciones.
Valentini y cols. (130) en Italia notificaron un porcentaje de coinfeccion del 17,9%,
bastante inferior al de Gran Canaria. Su coinfeccion mas frecuente fue RV-Clostridium
difficile. Por el contrario, la encontrada en nuestros datos fue NV-Salmonella. En
Espafia Junquera y cols. (71) publico una frecuencia de coinfeccion similar a este
estudio italiano 17,6% y Roman y cols. un 5% (131) siendo su coinfeccion mas
frecuente virus-virus que virus bacteria. Si eliminamos las bacterias del analisis, el 8,8%
de coinfecciones viricas puras detectadas en nuestros nifios se asemeja mas a lo
publicado en la bibliografia en referencia a las coinfecciones viricas. Una revision a
nivel mundial (54) y otra en paises en desarrollo (21) establecen rangos de
coinfecciones entre 0-24% y 2-19% respectivamente. A nivel europeo, los rangos
comunicados van de 4,4 al 29% usando diferentes técnicas diagnosticas (116,130). En
Espana, Garcia-Magan y cols. reportan un 13,7% (72). El papel de las bacterias como
agente Unico en los nifos hospitalizados por GEA de nuestra casuistica fue importante,
siendo el tercer grupo en frecuencia. Por tanto, las bacterias cuando se manifiesten en

coinfeccion deberian ser consideradas, ya que al no existir controles sanos pueden
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participar en parte de la sintomatologia o ser el responsable principal de la GEA y los

otros gérmenes que la acompaiien sean fruto de infecciones asintomaticas.

RV se presentd en coinfeccion en el 20,6% de los pacientes, estando asociado
exclusivamente a virus en el 8,3%. Este porcentaje es mayor que el encontrado en otros
estudios espafioles que oscilan entre el 3,5% (73) y el 6,2% de sus casos (74) y europeos
con el 3,3% (116). En Colombia, Ospino y cols. (10) encontraron un rango de 8,5-21%
y un trabajo en Rusia (89) el 10,3% de los nifos hospitalizados tenian RV en
coinfeccion. En Gran Canaria, su asociacion mas frecuente fue con Sa/monella. El virus
con el que mas se asocio fue ASTV en 13 ocasiones, de las que 10 fueron viricas puras
y 8 exclusivamente ellos dos. Esta asociacion también ha sido encontrada como la mas

frecuente en Espafia (73) y en Italia (132).

Los ASTV se encuentran a menudo en coinfeccion (36,133). En los datos de
Gran Canaria, el porcentaje de nifios en los que se detectd ASTV en coinfeccion fue de
7,8%. Solo se aislé en 2 casos como agente unico, de modo que de los 18 ASTV
detectados el 88,9% estuvo en coinfeccion. Estas cifras de frecuencia tan elevadas de
dicho germen son mayores que otras publicadas. En Espafia se han reportado hasta
17,2% de las muestras positivas a astrovirus en coinfeccion (128). Una revision
publicada en 2011, estima un rango del 35-65% de astrovirus que pueden estar en
coinfeccion (36) y otro estudio realizado por Roman y cols. detecté que ASTV estuvo
en el 59% de las coinfecciones (131), similar al 50% de De Grazia y cols. en Italia

(132). Nosotros lo detectamos en el 18,2% de los casos en coinfeccion.

NV aparecid en coinfeccion en el 24% de los nifios. De los 74 NV aislados, el
66,2% estuvieron en coinfeccion, porcentaje algo superior al obtenido en otros estudios
entorno al 50% (34,71). El virus al que mas se suele encontrar asociado el NV es RV
(34,74,71,116), hecho que también ocurre en nuestros casos (2%). El estudio VIGESS-
net (74) reporta 4,5% de casos con la asociacion NV-RV y un estudio polaco de
similares caracteristicas realizado por Oldak y cols.(134) un 2,5% presentan esta
asociacion. Sin embargo, la asociacion mas frecuente en los nifios ingresados en Gran
Canaria fue con bacterias y de ellas con Salmonella de forma exclusiva en 27 pacientes

(13,2%).
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Los ADV se presentaron en coinfeccion en 2,9% de los sujetos. Todas sus
coinfecciones fueron viricas puras, estando asociado a RV en 50% de sus aislamientos.
Los datos referentes a coinfecciones de ADV son poco mencionados. El estudio
VIGESS-net (74) solo informa de 0,7% de casos con coinfecciones en las que est¢ ADV
y fueron exclusivamente con NV. Otro estudio espafiol lo encuentra en el 0,8%
acompanando a otros gérmenes (73). En Albania La Rosa y cols. (135) lo encuentran

presente con RV en el 27,3% de sus aislamientos.

La elevada presencia de coinfecciones en nuestra muestra en comparaciéon con
los porcentajes aislados en la bibliografia es llamativa. Hay que tener en cuenta que la
capacidad de obtener un diagnostico etioldgico en un nifio con diarrea es altamente
dependiente de la calidad de la muestra de heces, la experiencia y habilidad del
microbidlogo y recursos disponibles para la evaluacion de las heces (57). En nuestra
investigacion se cumplieron todas estas premisas con una recoleccion temprana, una

adecuada conservacion y analizadas en el centros de referencia local y nacional.

Una justificacion podria deberse a que se ha realizado una bisqueda sistematica
de todos los gérmenes en todas las muestras empleando ademés métodos moleculares de
mayor sensibilidad que los utilizados de forma rutinaria. Sin embargo, aunque los
estudios publicados son muy heterogéneos en cuanto a la técnica diagnostica utilizada,
la mayoria de las revisiones y series importantes utilizan estas técnicas y reportan cifras

menores.

Ante una coinfeccion, se plantea la incertidumbre de cudl es el verdadero agente
causal, o si todos los gérmenes aislados contribuyen a la sintomatologia (89). En
nuestro trabajo no hay controles y todos los pacientes tenian diarrea. Ante esta situacion
tenemos que asumir que todos son agentes causales, pero se pueden dar circunstancias
como la eliminacion asintomdtica de gérmenes que hayan producido un episodio de
GEA previo al tiempo aplicado como criterio de exclusion y que ingresen por un
episodio nuevo ocasionado por otro patdégeno (27). Esta descrita la eliminacion
prolongada de virus y no siempre en pacientes inmunodeprimidos (3,16,34,37,53). Un
ejemplo de lo expuesto es la eliminacion de RV en las heces de nifios hasta 9 dias tras
ser vacunados (20). Se necesitaria un estudio con controles sanos para aplicar las
mismas técnicas diagnosticas que a los nifios con diarrea. Asi se podria obtener mas
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informacion del papel de las coinfecciones y de cada germen (44). En este sentido
existen referencias que han detectado patdogenos en pacientes asintomaticos
hospitalizados y ambulatorios, detectandose también coinfecciones en este grupo, pero
en menor namero que en los nifios con diarrea (13,16,57,133,136). Roman-Riechmann
y cols. (136) en Espafia detectaron un 7% de controles con eliminacién de RV en las

heces en nifios hospitalizados.

ANALISIS DE LA GRAVEDAD

En la bibliografia se utilizan diferentes criterios para evaluar la gravedad de la
GEA. En este trabajo se aplico la escala de severidad de Vesikari. Esta puntuacion se
correlaciona con el grado de deshidratacion, y es una herramienta confiable para la

evaluacién de la gravedad global de GEA (137). Su uso esta ampliamente extendido.

El grupo RV como agente tnico causal, en los nifios hospitalizados en Gran
Canaria present6 la mediana de puntuacion mas elevada y la mayor proporcion de casos
severos. La diferencia con el resto de grupos fue significativa, consistente con lo
publicado ampliamente en la literatura cientifica. Diversos estudios de impacto
comparan la gravedad de la GEA por RV frente a las GEA no RV, obteniendo que la
GEA por RV presenta mayor proporcion de severidad segliin la escala de Vesikari o
comparando el porcentaje de RV en nifios hospitalizados con los ambulatorios
(19,22,23,71,81). Una revision sudamericana realizada por Kane y cols. (84) publicd un
porcentaje de aislamiento de RV similar en pacientes ingresados que extrahospitalarios,
hecho que es poco frecuentemente reportado. Giménez y cols. (50) en Espafia (2009) de
forma retrospectiva utiliza la escala de severidad de Clark, al igual que Kouko y
cols.(111) en Grecia con los mismos resultados. Otros estudios hacen mencion al resto
de virus, principalmente NV, con resultados en la misma linea. La GEA por RV es mas
severa que la producida por NV (59,71,72). Con ASTV y ADV se encuentran pocos
datos dado el poco impacto de estos gérmenes. Wiegering y cols. (59) en Alemania hace

referencia a que la GEA por ADV es menos severa que la producida por RV.

La deshidratacion es otra forma de evaluar la gravedad de un proceso diarreico y

muchos trabajos la utilizan para determinar la severidad de la GEA, aunque esté
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incluida en los items que forman las escala de Vesikari. Los casos RV positivo
presentan mayor porcentaje de deshidratacion en nifios hospitalizados que el resto de
gérmenes en todo el mundo (19,22,43,50,72,81,82,138). En nuestros nifios, en el grupo
de pacientes con RV como Unico agente etiologico, el 42,9% tuvo deshidratacion con
diferencias significativas tanto con NV, bacterias y coinfecciones, coincidiendo con lo
publicado. Rivero y cols. (139) en la provincia de Santa Cruz de Tenerife reportaron un

80% de deshidratacion en los nifos hospitalizados por GEA causada por RV.

Algunos trabajos han intentado evaluar si existe relacion entre la severidad y los
genotipos de RV. El estudio REVEAL no encontr6 diferencias entre las frecuencias de
los genotipos de los nifios hospitalizados y los ambulatorios (25), al igual que un
estudio griego (111) que tampoco encontrd diferencias entre cepas en cuanto a la tasa de
hospitalizacion ni la gravedad entre genotipos. El grupo de vigilancia Eurorotanet y
Cascio y cols. en Italia publicaron mayor proporcion de hospitalizacién y casos mas
severos para la cepas G2P[4] (110,140). En cuanto a G9, Iturriza-Goémara y cols. (141)
en el Reino Unido encontraron mas severidad en los casos G9 positivo frente al resto de
cepas, en cambio, Clark y cols.(142) en Estados Unidos y Arista y cols. (143) en Italia
no observaron diferencias al evaluar un brote de G9 con el resto de genotipos. La
importancia de evaluar los genotipos en relacion con la gravedad radica en la
posibilidad de que aumenten los casos severos y las hospitalizaciones por cepas que
eran poco frecuentes y la poblacion no tenga una inmunidad suficiente frente a ellas o
las vacunas no confieran proteccion frente a estas cepas. Al dividir nuestra muestra en
grupos de nifios con GEA moderada o severa, se encontré que G1, P[6] y P[8] estaban
mas presentes en los casos severos que en los moderados con diferencias significativas.
Para verificar y complementar estos hallazgos, se deberia hacer un estudio en Gran
Canaria en pacientes ambulatorios con RV y ver como se distribuyen las cepas en

ambas poblaciones.

Tradicionalmente, a la GEA por NV se le ha atribuido menor gravedad que a la
producida por RV (54). Sin embargo, hay estudios que apoyan que la tendencia puede
cambiar, especialmente en pacientes hospitalizados (54). Los NV también se han
encontrado en mayor proporcion en nifios hospitalizados que en no hospitalizados

siendo utilizado como criterio de gravedad en algunos trabajos (21,34). Uno de los
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efectos atribuidos a la vacuna frente a RV es el de reducir los casos graves y por tanto
las hospitalizaciones por lo que su importancia relativa podria cambiar. NV fue el
segundo germen mas detectado en Gran Canaria tras RV. Al no tener datos previos o
posteriores a los nuestros ni estudios ambulatorios, no podemos analizar esta posible
tendencia a aumentar la importancia de NV, que si parece tener un papel importante.
Sin embargo, si analizamos los casos de RV y NV en los que estaban como unico
agente causal, la GEA por NV fue menos severa que la GEA por RV, bacterias y

coinfecciones.

En Gran Canaria se dio un porcentaje elevado de coinfecciones, algunas de ellas
por 3 y 4 patoégenos a la vez que pudiera llevar a pensar que la participacion de varios
gérmenes en la etiologia se relacione con una mayor severidad. Sin embargo, esto no se
observo. Al analizar los casos con coinfecciones globalmente frente a los RV, NV, y
bacterias como agente uUnico, las coinfecciones mostraron similar severidad que
bacterias, menor que RV y mayor que NV segun la escala de Vesikari; todas estas
diferencias fueron estadisticamente significativas. La heterogeneidad del grupo de
coinfecciones hace que la comparacion estadistica con la monoinfeccion sea compleja
porque la mayoria de los grupos de la infeccion mixta son pequefios (130). Un estudio
francés (116) y otro italiano (130) publicaron mayor gravedad en la coinfeccién que en
la monoinfeccion; sin embargo, Victoria y cols. (27) en Brasil no pudo sacar

conclusiones en este sentido.

Otros trabajos compararon los casos de un determinado agente detectado como
unico agente etioldgico con sus tipos de coinfecciones. Colomba y cols. en Italia (125)
reportaron que la asociacion NV-RV fue mds severa que el NV como agente tnico, en
cambio Junquera y cols. en Espafia no encuentran esa diferencia (71). Wiegering y cols.
(59) en Alemania no detectaron diferencias en la gravedad de las coinfecciones viricas
con respecto a las monoinfecciones de NV y ADV. En Gran Canaria, al comparar la
puntuacion en la escala de severidad obtenida por los gérmenes detectados como agente
unico con respecto a sus casos en coinfeccion, se observo que RV es mas severo en los
casos de aislamiento unico con respecto a sus coinfecciones. En cambio, cuando NV se
detect6 en compaiia de otros gérmenes fue mas severo que cuando estuvo solo. El caso

de los RV puede explicarse porque P[6] y P[8], genotipos en nuestra muestra asociados

167

Gastroenteritis virvales de origen comunitario en nifios menoves de 5 arios ingresados en
Gran Canaria



Discusion

a severidad, estdn mas presentes en los RV que se detectaron en monoinfeccion. En
nuestra regresion lineal multivariante la presencia de P[8] incrementa en 1,128 el valor

esperado de la gravedad.

Cualquier virus puede producir una infeccion asintomatica (57) y que se detecte
en una muestra no quiere decir que sea el agente causal de la misma (4). Para poder
determinar la contribucién de cada germen a los sintomas, es necesario realizar analisis
posteriores que incluyan controles sanos. O'Ryan y cols. (57) evaluaron la fraccion
atribuible de la sintomatologia diarreica en nifios con controles sanos, determinando que
los que presentaron RV o ADV eran sintomdticos en la mayoria de las ocasiones,
atribuyéndoles la causalidad del cuadro, y siendo RV el que obtuvo una mayor fraccion.
No hubo virus entre los gérmenes mas detectados en los controles. Platts-Mills y cols.
(133) estudiaron las coinfecciones con controles sanos, detectando un mayor niumero de
patogenos en deposiciones diarreicas que en las heces no diarreicas. La presencia de
patogenos se asocid con la diarrea, de modo que cada patdégeno adicional aumenta las
probabilidades de tener sintomas. En este estudio, el efecto de la vacuna frente a
rotavirus fue evidente, ya que el rotavirus tuvo la mayor fraccion atribuible en sitios sin
vacunacion y ocupd la quinta posiciéon en los sitios con la vacunacion contra el

rotavirus.

Todo lo expuesto sugiere que debe investigarse mas a menudo la presencia de

mas de un agente causal (116,130).

La edad es otra variable que se relaciona con la severidad. La mayoria de los
casos moderados y severos se dan en lactantes y nifios pequenos (57) especialmente
para el RV (50). En nuestra muestra se dio la circunstancia a priori paradojica, de que
los nifios ingresados presentaron puntuaciones en la escala de gravedad mas altas cuanto
mas edad tenian, con diferencias significativas entre los grupos de 6-24 meses y
mayores de 24 meses respecto al de menores de 6 meses. Los grupos de edad de 6 a 24
meses y mayores de 24 meses tuvieron mas casos severos que moderados, al contrario
que el grupo de menores de 6 meses. La edad es un parametro a tener en cuenta al
evaluar a un nifio con GEA. La repercusion que pueda tener un cuadro de la misma
severidad en un paciente menor de 6 meses o en un nifio de 4 afos es potencialmente
mayor en el primero, ya que es mas sensible y propenso a la deshidratacion. Por tanto,
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solo el hecho de tener pocos meses, puede hacer que el médico decida ingresar un
paciente teniendo menos deposiciones, vomitos o no estando deshidratado. En cambio,
para ingresar un nifio mayor el cuadro debe ser mas importante con abundantes
deposiciones, vomitos y con signos de deshidratacion. Por este motivo los pacientes de
mas edad puedan tener puntuaciones mas altas en la escala de Vesikari que evalua
precisamente el nimero y la duracion de las diarreas y los vomitos junto con el grado de
fiebre y deshidratacion, pero no tiene en cuenta la edad. La practica hospitalaria varia en
gran medida entre las instituciones en las comunidades desarrolladas, y muchos nifios
que no estan gravemente deshidratados estan ingresados en el hospital (1); sin embargo,
sus puntuaciones en los scores de severidad pueden hacer que los cuadros de cataloguen
como graves. En la préctica diaria del Servicio de Urgencias Pediatricas del CHUIMIC
no se utiliza la escala de Vesikari de forma rutinaria, pero si se aplicara, el resultado

seria lo expuesto.

Otra posibilidad para explicar este fenomeno es la distribucion de los gérmenes
en los grupos de edad. RV fue el patégeno mas presente en los nifios del grupo de edad
de 6-24 meses seguido de Salmonella. En el grupo de mayores de 24 meses Salmonella
fue el germen mas frecuente seguido de RV. Ambas situaciones se dieron como agentes
unicos y teniendo en cuenta los aislamientos totales. Los casos en los que se
encontraron estos gérmenes como Unico agente etiologico fueron los que tuvieron
mayor proporcion de GEA severa. El virus mas frecuente en el grupo de menos de 6
meses fue NV, que a su vez presentdé mas cuadros de GEA moderada. Las coinfecciones
se repartieron en todos los grupos de forma parecida por lo que su porcentaje de casos

severos se distribuyeron de forma equitativa en los tres grupos etarios.

ANALISIS DE LA ESTACIONALIDAD

Los gérmenes aislados se distribuyeron a lo largo de los meses del estudio, pero

hubo un predominio diferente de cada uno de ellos segun la estacion.

El marcado papel estacional del RV es un hecho constatado. Suele manifestarse
entre los meses de octubre a mayo, con su maxima incidencia en invierno en la mayoria
de los paises de clima templado (13,19,20,23,25,43,64,73,110,111,116). Tanto en
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Europa como en Estados Unidos, sigue un patron de aparicion de sur a norte y de este a
oeste (20,98,144). Segun la red de vigilancia Eurotanet, desde 2006 el mes de méxima
incidencia en Europa suele ser marzo y los picos mas precoces cada afio se produjeron
en Espafia (98). Picos tempranos también se observan en Italia (81) y repuntes mas

tardios suelen corresponder a los paises Escandinavos (22,64).

En Gran Canaria también se observd este patron estacional. En la primera
temporada del estudio el predominio fue en primavera, con un primer pico en mayo de
2007 y un pico mayor en marzo de 2008 que coincidid con el pico maximo en Europa
(98). En la segunda temporada los casos se concentraron en otofio e invierno, con un
pico més precoz que en la temporada anterior, en octubre de 2008. Posteriormente hubo
un ligero descenso y se mantuvo estable hasta caer en marzo de 2009. En el estudio
VIGESS-net los picos de RV en Espana en esos afios se concentraron entre noviembre y

marzo (74).

Se dio la circunstancia de que en la primera temporada el pico de RV se produjo
por casos en los que se encontraba como agente tnico y en la segunda el pico de octubre

se presentd en coinfeccion principalmente con ASTV.

En los paises tropicales la estacionalidad del RV es menos marcada (20,80,83).
El predominio de los RV también se ha relacionado con la climatologia y la latitud. En
paises tropicales situados 10° al norte o sur con respecto del ecuador no se observo
ningin patron estacional (145). En los paises donde la temperatura es mas estable
durante el afio no existen picos definidos, pero los RV son mas frecuentes en los meses
secos (19,52,68,80). En Australia D’Souza y cols. (146) y Levy y cols. (147)
comprobaron que con un aumento de temperatura o de precipitaciones disminuian las
admisiones diarreicas. Un estudio sudamericano publicado por Kane y cols. (84) no
encontro diferencias entre localizaciones 23,5° entorno al ecuador con areas templadas,
teniendo todas las zonas estacionalidad marcada por los meses de invierno aunque con
casos durante todo el afio. Sin embargo, estudios asiaticos realizados por Kawai y cols.
(80) y Brezee y cols. (83) si observaron que en las zonas cercanas al ecuador y tropicos
los casos de RV eran mas uniformes que en los paises septentrionales. En base a estos
hallazgos se ha sugerido que se podria establecer un modelo que pueda predecir los
picos de RV en funcion de la climatologia (52).
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En Canarias tenemos un clima subtropical con una oscilacion térmica pequenia a
lo largo del afio. Nuestro patron estacional se asemeja mads, segin nuestros datos, al
europeo en cuanto a los picos observados, pero también al tropical ya que se detectan
casos durante todo el afio aunque en menor medida. Este fenomeno también lo presento
Bulgaria puesto de manifiesto en una revision en paises de Europa Central y del Este

publicada en 2011 por Ogilvie y cols. (23).

En cuanto a las cepas no se pudo establecer una patron salvo que las cepas mas
frecuentes de cada temporada predominaron en los meses en que la incidencia fue
mayor coincidiendo con los picos. Destacar que G2P[8] sélo se detectd entre mayo y

julio de 2008, fuera del periodo habitual del RV.

El patron estacional del NV estd menos definido con diversidad de resultados.
Se han encontrado predominios en otofio (27,73,116) verano (148), primavera (73) e
invierno (71). Una publicacién ha sugerido que hay cepas de NV que siguen un
comportamiento secuencial similar al del virus de la gripe (3). En nuestro estudio la
deteccion de NV predomind en los meses de invierno y verano. Sin embargo, en
monoinfeccion predomind durante todo el afio con aumento en invierno. Sus
coinfecciones fueron responsables de los picos veraniegos asociado a Salmonella que
fue su coinfeccidon mas frecuente y a la vez la mas detectada del estudio. En este
sentido, el papel clasico de los NV y su vinculacion con brotes alimentarios al igual que
Salmonella pudo hacer que se asociaran y fuera en verano, donde la enteritis bacteriana
es mas frecuente. El estudio espafiol de Junquera y cols. (71) publicé una situacion
similar pero con la asociacion NV-RV que predomind en invierno y en cambio, los
casos de NV como tnico agente de la GEA se detectaron todo el afio. Una vez mas no
se puede discernir cudl de los dos patogenos es el responsable del cuadro, pero si parece
ser que el NV se ve arrastrado por la estacionalidad mas marcada de los gérmenes con
los que se asocia, en estos casos verano para Salmonella e invierno para RV. Tran y
cols. (116) en Francia detectaron un mayor nimero de coinfecciones en otoio, donde

también se encontréo mas NV.

Los ASTV pueden detectarse todo el afio, aunque con un cierto predominio

invernal (36). En los nifios hospitalizados de este trabajo los ASTV se concentraron en
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otofio del 2008, con un pico en octubre asociado a coinfeccion con RV. Como tUnico

patogeno solo se produjeron 2 casos que fueron también en ese mes.

Los ADV se detectan también durante todo el afio con cierto predominio
invernal (17,116). En nuestra investigacion se comportd similar al ASTV

concentrandose en octubre del 2008.

DIFERENCIAS CLINICAS

Todos los nifios incluidos en nuestra muestra pudieron presentar cualquiera de
los sintomas evaluados: fiebre, vomitos o presencia de moco y/o sangre en las heces.
Por tanto, no podemos servirnos de estos sintomas para saber la etiologia certera de la
diarrea. Sin embargo, los sintomas son mas frecuentes en unos gérmenes que en otros y
nos permite sospechar si el mecanismo de produccion de la GEA es citopatico o
enteroinvasivo y poder aproximarnos a una casusa virica o bacteriana (57). Heces
acuosas sin sangre suelen indicar un mecanismo citopatico o secretor y la presencia de
sangre un mecanismo enteroinvasivo. La mucosidad en las heces est4 presenta en ambos

casos, pero predomina mas en las diarreas enteroinvasivas (57).

El grupo de nifios afectados por RV presentd una mayor proporcion de vomitos
de forma significativa con respecto al resto de gérmenes, cuya frecuencia de vomitos
fue similar entre ellos. También presentaron mas fiebre que el resto de patogenos
seguido de Salmonella. NV fue el agente que menos se asocio a fiebre. En cuanto a las
caracteristicas de las heces, las bacterias tuvieron mayoritariamente sangre con respecto
a los virus, pero destaca que NV tuvo un 40% de casos con sangre en su heces por el
12,2% de RV. El moco en las heces fue mas frecuente en las bacterias con respecto a los
virus, pero con menor diferencia que la sangre. Diversos estudios estdn en consonancia
con lo encontrado en el nuestro (43,50,59,71,81,111,149,150). Wiegering y cols. (59) en
Alemania encontraron que NV tiene significativamente mayor proporcion de vomitos

que el resto de virus al contrario que en Gran Canaria que lo fue RV.
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OTROS PARAMETROS

Los factores epidemiologicos evaluados fueron la asistencia a la guarderia, el
contacto con personas con diarrea o con estancia en el extranjero y haber recibido
alguna dosis de vacuna frente al RV. A pesar de no haber diferencias significativas, el
grupo de casos producidos por RV como agente tnico, tuvo el mayor porcentaje de
contactos con diarrea (38,8%), el 30,6% de los 62 nifios que tuvieron contacto con
individuos con GEA en la muestra. Este resultado es similar al obtenido por Gimenez-

Sanchez y cols. en Espana en 2006 con un 29% de contactos (50).

Solo el 4,4% de los nifios estaba vacunado frente al rotavirus (9/204). Las
coberturas vacunales de la provincia de las Palmas en esos afios fueron 11% en 2007,
35% en 2008 y 45% en 2009. En el grupo de casos RV s6lo hubo un sujeto con vacuna.

Estos datos podrian ser reflejo de que los nifios vacunados no ingresan.

No se pudo establecer una relacion entre los grupos sanguineos y los NV como

se ha postulado (21).

En cuanto al tiempo de ingreso los datos publicados son heterogéneos. Existen
articulos en los que los mayores tiempos de ingreso corresponden a RV (111) y otros
sin diferencias entre patogenos (50,71,81). También se compara el tiempo de ingreso
global de la GEA por RV entre paises con resultados variables. La mayoria refieren un
rango de 3 a 9 dias y una media o mediana entre los 4-6 dias (23,48,50,67,81,87). El
estudio REVEAL reportd un rango mas bajo, entre 2,5 dias en Suecia y 5 dias en
Alemania (82). En estos datos probablemente tenga mucho que ver la practica clinica

interhospitalaria y la estructura de los sistemas sanitarios.

En nuestra serie la mediana de dias de ingreso en global fue 5 dias (4-7). Si
comparamos por casos, los de etiologia bacteriana (5-8,5 dias) y las coinfecciones (4,5-
8 dias) presentaron una rango intercuartilico mayor que la GEA por NV (3-6 dias) y RV
(4-6 dias). Las medianas fueron parecidas entre los distintos grupos, siendo las mayores
las bacterias con 5,5 dias y las coinfecciones, 6 dias. Si bien no parece mucho, si lo
evaluamos en términos econdémicos si es importante, no sélo por lo que cuesta cada dia
de hospitalizacion, sino por la repercusion en la sociedad con dias de trabajo de los

padres perdidos etc...
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No hubo ninglin fallecimiento en nuestros pacientes correspondiéndose con los
datos europeos donde las cifras de mortalidad son practicamente inexistentes en
comparacion con paises no desarrollados (19,48,151). Los pocos fallecidos que se

reportan en Europa corresponden a paises de menor nivel economico (23,66).
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Conclusiones

7. CONCLUSIONES

* FEl rotavirus fue el patdgeno mas frecuente en los nifios menores de 5 afios

ingresados por gastroenteritis en Gran Canaria.

* El norovirus fue el segundo germen aislado. Tuvo un papel importante en las
coinfecciones, asociado a Sa/monella principalmente. Este virus no se detecta de
manera rutinaria en los casos esporadicos de gastroenteritis en nifios. Este hecho

puede afectar al porcentaje de casos negativos.

* Las coinfecciones fueron mas numerosas que las gastroenteritis producidas por

un unico agente etiologico.

* GI1P[8] fue la cepa de rotavirus circulante més detectada en Gran Canaria, como

ocurre en la gran mayoria de los estudios publicados.

* G2P[6] fue la segunda cepa en importancia. Hubo un alto nimero de rotavirus
indeterminados o parcialmente tipificados. Este patron de cepas tiene mayor

similitud con el continente africano que con Espaiia o Europa.

* El papel de los astrovirus y los adenovirus fue poco relevante ocupando el 5° y

6° lugar en aislamientos tras rotavirus, norovirus, Salmonella y Campylobacter.

* Rotavirus tuvo un claro patron estacional con picos en otofio y primavera.
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* Norovirus se distribuydo a lo largo del afio, pero con picos en verano

principalmente en coinfeccion con bacterias.

* La presencia de rotavirus, el genotipo P[8] y la mayor edad fueron factores que
se relacionaron con la gravedad de los casos. Padecer una coinfeccion no hizo

que la gravedad del episodio de gastroenteritis fuera mayor.

* La gastroenteritis por rotavirus fue mas frecuente en los menores de 2 afios y se
caracterizd por presentar vomitos, fiebre y heces sin sangre. Norovirus afecto
principalmente a los menores de 6 meses y sus casos tuvieron mas proporcion de

deposiciones sanguinolentas que los nifios afectos por rotavirus.

* Salmonella afect6 mas a los nifios mayores de 24 meses, que presentaron heces

mucosanguinolentas y fiebre, pero esta ultima en menor grado que rotavirus.

* Laincidencia de casos de gastroenteritis producidas por rotavirus en menores de
5 afios ingresados en Gran Canaria se ha mantenido estable, pese al aumento de

la cobertura vacunal.
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Anexos

9. ANEXOS

CUESTIONARIO DE RECOGIDA DE DATOS

1. Datos Demograficos:

Numero de identificacion y etiqueta
Teléfono de contacto

Numero de registro de URG-P
Numero de historia clinica

Edad (meses)

Sexo. 1. Varon 2.Mujer

Fecha de nacimiento

Lugar de residencia (municipio)

2. Datos Epidemiologicos:

Estancia en el extranjero en los ultimos 21 dias:
1.No 2. Si (indicar pais y zona)
Contactos con personas con diarrea en los ultimos 21 dias:

I.No 2.Si
Asistencia a guarderia:
I.No 2.Si

Contacto con personas procedentes de un pais extranjero en los ultimos 21 dias.
1.No 2.Si (indicar pais y zona).

Vacunacion frente a rotavirus.
1.No 2.Si (indicar cual, fecha y nimero de dosis)

Profesion materna

Dedicacion actual materna

Nivel de estudios materno

Profesion paterna

Dedicacion actual paterna

Nivel de estudios paterno

3. Datos clinicos

Fecha de ingreso

Fecha de alta

Dias de ingreso

Fecha de inicio de la diarrea
Fecha de fin de la diarrea
Duracioén de diarrea (dias)

Desenlace:

1.Recuperado 2. Fallecimiento 3. Otro

Complicaciones:
o Sepsis: 1.No 2.Si
o Osteomielitis: 1.No 2.Si
o Malnutriciéon: 1.No 2.Si
o Diarrea grave rebelde: 1.No 2.Si
o Intolerancia a la lactosa: 1.No 2.Si
o Intolerancia a las proteinas de la leche de vaca: 1.No 2.Si
o Otros
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*  Vomitos: I.No 2.Si
* Numero méaximo de vomitos por dia
* Fiebre: I.No 2.Si

* Temperatura maxima:
e (Caracteristicas de la diarrea:
o Duracidn (dias)
o Numero maximo de deposiciones al dia

o Presencia de moco: 1.No 2.Si

o Presencia de sangre: I.No 2.Si
* Grado de deshidratacion:

o No

o Leve (<5%)
o Moderada (6-9%)
o Grave (>10%)
* Rehidratacion previa.: I.No 2.Si
* Escala de gravedad:
o Puntuacioén:
o Leve (<6)
o Moderada (7-11)
o Grave (>11)
4. Datos Analiticos
*  Grupo sanguineo
* Sodio: 1. hipo 2.normo 3.hiper

* Potasio:  1.hipo 2. normo 3.hiper
* GPT
* GOT
* GGT

5. Datos Microbiolégicos
* Fecha de recogida del coprocultivo:
*  Coprocultivo:
o Negativo
Rotavirus
Adenovirus
Astrovirus
otro (especificar)
Campylobacter
Salmonella
Yersinia
E. Coli
Shigella
otro (especificar)
Hemocultivo
o Carga viral
6. Datos Terapéuticos:

O O O O O O O O O o0 o0

* Rehidratacion: 1.No 2.Si
o Oral: 1.No 2.Si
o Intravenosa: 1.No 2.Si
o Uso de antibiodticos: 1.No 2.Si
o Uso de probioticos: 1.No 2.S1
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HOJA INFORMATIVA A LOS PADRES (0o REPRESENTANTES LEGALES)
Estudio interdisciplinar de gastroenteritis virales en Espana

La gastroenteritis aguda, caracterizada por diarreas y vomitos, es muy comtin en
nifios pequeiios y se considera un problema de salud publica, que provoca la
hospitalizacién de un gran nimero de nifios menores de 5 afios.

Se le propone que su hijo participe en un estudio, para ampliar el conocimiento del
origen de la gastroenteritis aguda. Este estudio no implica la administraciéon de farmacos o
vacunas, o intervenciones especificas de su hijo. Este estudio ha sido concebido por el Centro
Nacional de Microbiologia del Instituto Carlos III (ISCIII). El coordinador del estudio es la Dra.
Alicia Sanchez Fauquier.

El objetivo principal es determinar los tipos de rotavirus que producen gastroenteritis
aguda. El estudio tendra lugar entre marzo de 2006 y marzo de 2007 en los Departamentos de
Pediatria y Microbiologia de hospitales localizados en 13 Comunidades Auténomas diferentes.

La participacion en este estudio es voluntaria. Tiene derecho a negarse a que su
hijo/a participe. Si su hijo/a no participa en el estudio no perdera ninguno de los beneficios
a los que tiene derecho. La atencion médica que su hijo/a recibe actualmente y que
recibira en un futuro sera la misma, tanto si participa o no en el estudio. Si decide que su
hijo/a participe, tiene derecho a abandonar el estudio en cualquier momento sin dar
ningin motivo. El médico le facilitara cualquier informacion adicional que pueda afectar
a su decision de permitir participar a su hijo/a en el estudio. La participacion no supone
un beneficio clinico inmediato para su hijo/a, sin embargo, nos ayudara a conocer mas
sobre la enfermedad por rotavirus.

Si acepta participar:

1) El médico investigador le hara algunas preguntas sobre la enfermedad y entorno
de su hijo/a, para conocer mejor el origen de la gastroenteritis.

2) Serecogera una muestra de heces de su hijo/a durante las 48 horas posteriores a su
visita. La muestra podra ser analizada en el hospital segin los procedimientos
habituales, y después sera enviada al ISCIII donde se realizaran pruebas para
intentar determinar el tipo de virus responsable de la infeccion.

El protocolo del estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica en

Cualquier informacion médica acerca de su hijo/a relacionada con el estudio serd procesada por
el médico investigador y transferida, de forma andénima mediante un cédigo numérico al
coordinador del estudio con el objetivo de evaluarla cientificamente. Esta informacion
conservara el anonimato (lo cual significa que no serd posible identificar a los pacientes
participantes) y podra ser publicada de forma anénima en medios cientificos. En cualquier caso
se respetaran sus derechos tal y como establece la ley de proteccion de datos espafiola.

Conserve esta hoja informativa en la cartilla sanitaria de su hijo/a, para informar al
médico (en caso de que no sea el médico que le visite hoy) o cualquier otro miembro del
personal sanitario que esté cuidando a su hijo/a durante el transcurso de este episodio de
diarrea y vomitos. Para cualquier pregunta relacionada con el estudio, contacte
1) | P To: ...

Muchas gracias por el tiempo empleado en leer esta informacion.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio: Estudio interdisciplinar de gastroenteritis virales en Espafia

Yo, (nombre y apellidos) ......oveiiiiii i
en calidad de (relacion con el participante) ...........oooveeiriiiniieiieeieiie i eiieeaaenns

de (nombre del partiCIPAnte) ........oouiiiniiiiei i e
- He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

- He podido hacer preguntas sobre el estudio.

- He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas.

- He recibido suficiente informacion sobre el estudio

- He hablado con (nombre del investigador) ............cooviiiiiiiiiiiiiiii e
Comprendo que la participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera
2. Sin tener que dar explicaciones

3. Sin que esto repercuta en los cuidados médicos

En mi presencia se le ha dado a (nombre del participante) ................ccccevevvinnnnn.
......................................................... toda la informacién pertinente, adaptada

a su nivel de entendimiento y est4 de acuerdo en participar.

Y presto mi conformidad a (nombre del participante) ..............ccoeviiiiiiiiiiiiiiiiinnn

.................................................. para participar en este estudio.

Fecha y firma del representante legal Fecha y firma del investigador

1 por paciente; 1 por médico
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