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RESUMEN

TITULO: Asociacién entre la vacuna anti-rotavirus humana mo novalente e
invaginacion intestinal en menores de un afio en tre s hospitales
pediatricos del Distrito Federal, México, durante e | periodo agosto
2007-julio 2008: Estudio de casos y controles.

ALUMNA: llse Maria Julia Herbas Rocha.

DIRECTOR: Dr. César Misael Gbémez Altamirano, Director del Pro grama
Nacional de Vacunacion. Centro Nacional para la S alud de la
Infancia y la Adolescencia , SSA.

RESUMEN FINAL DE LA TESIS

Objetivo: Determinar si existe asociacion entre la aplicacion de la vacuna anti-rotavirus humana
monovalente e invaginacion intestinal en nifios menores de un afio en tres Hospitales Pediatricos del Distrito
Federal durante el periodo agosto 2007-julio 2008. Material y Métodos: Se realizé un estudio multicéntrico
observacional, analitico de serie de casos y casos y controles para determinar la asociacién entre la
aplicacion de la vacuna anti-rotavirus humana monovalente en menores de un afio y la invaginacion
intestinal. Resultados: Desde el 1° de Agosto de 2007 al 30 de Julio de 2008 se han identificado 124 casos
de invaginacion intestinal de los cuéles 75 (60,4 %) corresponden al género masculino y 49 (39,5 %) al
género femenino. Fueron recolectados 96 controles, de los cuales 49 (47,9%) corresponden al género
masculino y 47 (48,9) % al género femenino. La muestra obtenida hasta el presente analisis nos permitié
realizar 24 pareamientos con cuatro controles por cada caso. El 37% (46) de los casos recibio la primera
dosis de vacuna antirrotavirus humana monovalente y el 19,35% (24) recibi6 la segunda dosis. El 90,6% de
los controles recibi6 la primera dosis de vacuna antirrotavirus humana monovalente y el 72,92% recibi6 la
segunda dosis observando un incremento de la cobertura de vacunacion. Respecto a la primer dosis de
vacuna antirrotavirus humana monovalente, el 4.84% (6) de los casos de invaginacién intestinal confirmada
iniciaron la patologia dentro de los siete dias posteriores y 8.87% (11) de los casos de invaginacién intestinal
confirmada iniciaron la patologia dentro de los 21 dias post-vacunacion. Con relacion a la segunda dosis de
vacuna antirrotavirus humana monovalente el 2.42% (3) de los casos de invaginacion intestinal confirmada
iniciaron la patologia dentro los siete dias posteriores y el 8.06% (10) casos iniciaron la patologia dentro del
periodo de 21 dias después de recibir dicha vacuna. Respecto a la primera dosis de vacuna antirrotavirus
humana monovalente el 1% (1) de los controles se encontraron en la ventana de riesgo hipotética de 7 dias y
el 3.13% (3) de los controles en la ventana de riesgo hipotética de 21 dias cuando sus casos
correspondientes iniciaron el padecimiento. Con relacién a la segunda dosis de vacuna antirrotavirus humana
monovalente, el 5 % (5) de los controles se encontraron en la ventana de riesgo hipotética de 7 dias y el 13%
(12) de los controles en la ventana de riesgo hipotética de 21 dias cuando sus casos correspondientes
iniciaron la sintomatologia. El riesgo de que un menor presente invaginacion intestinal en el periodo de
ventana de 7 dias es de 2.75 veces que aquellos que no la recibieron, sin embargo esto no es
estadisticamente significativo debido a que se tiene un IC 95% de 0.25-30.72; p =0.41. El riesgo de presentar
invaginacion intestinal en el periodo de ventana de 21 dias es de 1.63 veces que aquellos que no recibieron
la vacuna, IC 95% 0.10-26.65;p=0.41. Cabe mencionar que el poder del estudio con este analisis preliminar
es de 0,042. Conclusiones: Con los resultados preliminares del estudio podemos decir que la vacuna
antirrotavirus humana monovalente demostrd ser segura con respecto al riesgo de invaginacion intestinal. La
introduccion de estas vacunas debera acompafiarse de sistemas de vigilancia centinela tanto para
monitorizar la incidencia de invaginacion intestinal u otros efectos adversos y su impacto en la disminucién de
enfermedad. La disponibilidad de estas vacunas hace que la gastroenteritis por rotavirus pueda ser
considerada como la enfermedad prevenible por vacunacion mas frecuente entre los nifios.
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I. INTRODUCCION

En una perspectiva mundial, rotavirus es el principal agente etiolégico de gastroenteritis y
deshidratacion grave en niflos menores de dos afios de edad. Este virus infecta
practicamente a todos los nifios en los primeros cinco afios de vida, estimandose que
600,000 de ellos mueren cada afio por esta causa, principalmente en paises en vias de
desarrollo'. En naciones industrializadas, esta enfermedad es causa de numerosas

consultas y hospitalizaciones con un alto costo sanitario y social.

Basado en parte sobre la enorme carga de la enfermedad y asociada a los costos, en
agosto de 1998, fue aceptada en los Estados Unidos la vacuna oral tetravalente rhesus
contra rotavirus, de buena eficacia (RRV-TV, Rotashield® Wyeth Lederle Vaccines,
U.S.A) y en marzo de 1999 fue recomendada para el uso rutinario en nifios sanos.** Sin
embargo, en octubre de 1999, la vacuna fue retirada debido a una asociacion de
invaginacion intestinal de aproximadamente 5 de cada 10.000 vacunados identificada

después de su aplicacion.’

En 2006, se autorizaron dos nuevas vacunas vivas atenuadas orales contra rotavirus: la
vacuna antirrotavirica humana monovalente (RotarixTM) y la vacuna antirrotavirica
reagrupada bovino-humana pentavalente (RotaTeqTM). Ambas vacunas han presentado
muy buenos perfiles de seguridad y eficacia en estudios clinicos a gran escala llevados a
cabo en paises occidentales industrializados y América Latina. Tras un seguimiento
riguroso no se ha observado un aumento del riesgo de invaginacion intestinal en los

grupos tratados con una u otra vacuna.®

Las vacunas antirrotaviricas actuales se consideran equivalentes en cuanto a seguridad y
eficacia, pero difieren respecto de la composicion antigénica y el calendario de
vacunacion. Por lo general, proporcionan una proteccion del 90%-100% frente a la
enfermedad grave por rotavirus y del 74%-85% frente a la diarrea por rotavirus de
cualquier grado, segun la pauta de administracién y la poblacion evaluada. Se ha
comprobado que la proteccion contra enfermedad grave por rotavirus persiste con ambas

vacunas durante el segundo afio de seguimiento.



La vigilancia y el seguimiento de los casos de infeccién por rotavirus, son esenciales para
evaluar las necesidades de vacunacion y su efecto en la reducciéon de la carga de
morbilidad. Como las vacunas antirrotavirus se introducen en los programas de
vacunacion, es una alta prioridad llevar a cabo una amplia vigilancia de seguridad
poscomercializacién para detectar una posible invaginacion intestinal asociada a la

vacuna en el grupo de edad afectado.

Independientemente del plan de aplicacién de la vacunacién contra rotavirus, una
estrategia coordinada de prevencion y tratamiento de las enfermedades diarreicas
infantiles obligara a mejorar las condiciones de higiene y saneamiento, asi como a
sensibilizar sobre las terapias de rehidrataciéon oral, y otros tratamientos eficaces

recomendados por la OMS.



IIl. MARCO CONCEPTUAL
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[ll. ANTECEDENTES

3.1 ROTAVIRUS

Epidemiologia de la enfermedad

Rotavirus es la principal causa de trastornos diarreicos y muerte en los lactantes y
nifios pequefios.” Entre 1986 y 2000 el rotavirus causé anualmente en todo el mundo
111 millones de episodios de diarrea infantil que requerian solo cuidados en el hogar,
25 millones de consultas, dos millones de hospitalizaciones y un promedio de 440 mil
muertes (Figura 1). Es decir que a los 5 afios de edad, casi todos los nifios habran
experimentado un episodio de diarrea por rotavirus: uno de cada cinco nifios necesitd
una consulta médica; uno de cada 65 de ellos requiri6 hospitalizarse y
aproximadamente uno de cada 293 murié. Un estudio mas reciente estima que para el
periodo de 2000 a 2004 hubo un incremento de las muertes de nifios por rotavirus,

que ascendieron a mas de 600 mil a nivel global.

En América Latina se estima que 10 millones de nifios sufren esta enfermedad todos

los afios, lo que resulta en dos millones de consultas.



De ellos, 75 mil son hospitalizados y 15 mil mueren.? Casi medio millén de nifios que
mueren anualmente por infeccion de rotavirus se encuentran en paises en desarrollo.
La tasa de mortalidad es muy alta en esos paises, debido a una combinacion de
factores como acceso limitado a servicios de salud (terapia de rehidratacion) y un

mayor predominio de la desnutricion.
Figura 1. Carga Global de la enfermedad por rotavir  us 1986-2000
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Distribucion

La distribucién de esta virosis es universal. La incidencia de diarrea por rotavirus es
similar en los paises desarrollados y en desarrollo, donde aproximadamente un tercio
de las gastroenteritis severas son atribuibles al rotavirus (Figura 2). Las mejoras
ambientales de la calidad del agua o de los alimentos tienen pocas probabilidades de

cambiar la incidencia de la infeccion.

Figura 2. Causas de Gastroenteritis severas en nifio s
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Fuente! Kapikian A7, Charnock AM. Rotsvirnuses. En: Fieidy Virofogy, Snd ed Philadelphia, PA
Lippincolt-Raven: 1996: 1658, Reproducids con permiso,

En paises de clima templado las infecciones predominan en invierno, mientras que en

los paises tropicales los casos suelen ocurrir durante todo el afio, aunque pueden



registrarse picos mas altos en invierno. Por lo tanto, un nifio que nazca en un pais de
clima templado, después de la estacion de invierno, no estara expuesto al virus hasta
el siguiente afio, en tanto que un nifio que nazca en un pais tropical estara expuesto al
virus durante todo el afio. Es por esto que el promedio de edad de las infecciones es
mas bajo en los paises de clima tropical, donde los nifios se enferman en su primer
afo de vida, en comparacion con el promedio de aquellos que viven en paises de

clima templado, quienes suelen infectarse entre los dos y tres afios de edad. °

AGENTE ETIOLOGICO
Historia y situacion taxonémica

Los rotavirus en humanos fueron inicialmente descritos en 1973 por Ruth Bishop y
colaboradores en Australia, quienes encontraron la presencia de particulas virales al
observar al microscopio electronico biopsias de intestino delgado de nifios que tenian

diarrea severa de origen no bacteriano. *°

No obstante diez afios antes, en 1963, se habian encontrado en la mucosa intestinal
de ratones con diarrea unos virus con una morfologia similar. El virus aislado de los

ratones fue llamado virus de la diarrea epizodtica de ratones lactantes™.

En ese mismo afio, Malherbe y Harwin (1963) aislaron particulas viricas a partir del
tejido rectal de un mono ‘vervet’ sano. El virus fue llamado SA, del inglés “simian
agent”. Este aislado pudo ser propagado en una linea celular procedente de la misma
especie de simio. Pocos afios después Mebus y colaboradores demostraron la
presencia de otro virus de tamafio y morfologia similares a los descritos anteriormente
en heces de terneros con diarrea'®. El virus aislado por Mebus también pudo ser
propagado en células fetales bovinas. Finalmente, en 1979, Mathews establecio el

género rotavirus e incorpord este nuevo género a la familia Reoviridae.

Caracteristicas generales

El género rotavirus pertenece a la familia de virus Reoviridae. La particula viral en
forma de icosaedro, sin cubierta, tiene 70 nm de didmetro, y estd compuesta por tres
capas proteicas conceéntricas (capsides) alrededor del genoma. La estructura de capa
triple posee subunidades de la capside (capsameros) que irradian desde la capside
mas interna a la méas externa, lo que proporciona a las particulas una morfologia
distintiva, con apariencia de rueda (del latin rota=rueda) por tincion negativa en

microscopia electronica.™®



Caracteristicas estructurales

Estructura del genoma

El genoma viral, localizado dentro de la capa interior (o centro), esta constituido por
ARN de doble cadena que puede ser separado por electroforesis en gel de
poliacrilamida, en 11 segmentos divididos o genes. Cada uno de esos genes codifica
una sola proteina, excepto el gen 11, que codifica para dos polipéptidos. El genoma
segmentado de rotavirus se reacomoda facilmente durante la coinfeccion esto juega
un papel en la evolucion del virus y es una propiedad que ha sido usada en el

desarrollo de vacunas.**

Figura 3. Asignacion de las proteinas codificadas p ~ or el genoma del rotavirus
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La imagen muestra el fragmento genético que codifica para cada una de las proteinas y la ubicacién en el virién de las
proteinas estructurales de rotavirus. (Figura reproducida de E. Mossel, M. Estes y F. Ramig,
http://www.iah.bbsrc.ac.uk).

Proteinas estructurales
La capa mas externa de la particula de virus estd compuesta por dos proteinas virales
superficiales: VP7 y VP4. VP7 es una glicoproteina codificada por los genes 7, 8, 6 9;

y VP4 es una proteina proteasa sensitiva codificada por el gen 4.

Estudios de microscopia crioelectrénica, han mostrado que VP4 crea 60 estructuras en
forma de pico que se proyectan mas de 10 nm desde la superficie viral. VP4 es la

hemaglutinina viral y parece tener un papel en la virulencia.

La division de VP4 (por tripsina pancreatica) en subunidades proteinicas VP5 y VP8
inicia el proceso de penetracién viral en las células del huésped. VP7 constituye 90%
de la superficie lisa externa de la capside, la cual es perforada por 132 canales que
penetran el virion y alcanzan el centro viral. VP7 puede también jugar un papel en la

absorcion viral y en la penetracion en las células epiteliales.



La capside media consiste en VP6 trimerizada (codificada por el gene 6), que
conforma mas de 51 % del virién. El centro estd compuesto por proteinas VP1, VP2 y
VP3 codificadas por los genes 1, 2 y 3, respectivamente. VP3 y VP6 codifican

proteinas requeridas para la trascripcion de ARN y para la estructura viral correcta.™

Proteinas no estructurales

Han sido identificadas seis proteinas no estructurales (NSPI-6) y estan codificadas por
los genes 5, 7, 8, 10 y 11 respectivamente. Con excepcion de la NSP4, la primera
enterotoxina viral descrita, se comprende poco las funciones de la mayoria de las
proteinas no estructurales, aunque se piensa que éstas pueden facilitar la replicacion

viral y asi aumentar la eficiencia de la formacion del virus.™

Las principales caracteristicas de las proteinas de rotavirus se encuentran resumidas

en la tabla 1.
Tabla 1. Proteinas codificadas por el genoma delro  tavirus
Segmento Gendmico| Producto Proteico Localizacidn Caracteristicas y Funcidn

1 VP Core RMNA polimerasa, unidn a VP3

2 VP2 Core Unn;un al ds RNA, requerida para |a actividad
replicasa de VP
Guaniltransferasa, metiltransferasa,unidn a

3 VP Core SSRN%_ unign con ‘-fF'1

4 VP4 Capside externa |potenciacian, infectividad por proteasa,

5 MNSP1 Mo estructural  |Basica, anillo de zinc, unidn al ss RNA

b VPB Capside interna  |Hidrofdbica antigeno de subprupo

7 NSP3 Mo estructural  |Inhibe traduccidn del huesped

8 NSP2 Mo estructural  |Basica, oligomérica,
Glicoproteina integrada en la membrana del

9 VPT Capside estructural|[RER, antigeno neutralizante, induce
proteccidn.
Glicoproteina transmembrana del

10 MNSP4 Mo estructural  |RER participa en morfogénesis, enterotoxina,
induce proteccian

MNSPA Mo estructural  |Basica, interaccidn con MSP2 v NSPG

1" NSPG No estructural Ir_ﬂeraccmn con MSPA, pre?ente en

viroplasmas v en la mayoria de |as cepas

Caracteristicas fisicoquimicas

Las particulas de rotavirus son relativamente estables. Las particulas virales son
funcionales en un rango de pH de 3 a 9, y el virus es estable por meses a 4°C, y aun a
20°C cuando se mantiene en 1.5mM de calcio®. La particula completa mantiene su
integridad y su infectividad cuando es tratada con solventes organicos tales como éter,

cloroformo o fredn, lo que refleja la ausencia de lipidos en su estructura. Los rotavirus



pierden su infectividad al ser tratados con desinfectantes tales como formalina, cloro,

betapropiolactona y etanol al 95%, debido a la pérdida de la capa externa.'”*®

Clasificacién y distribucién global de cepas de rot avirus
Las principales propiedades antigénicas de los rotavirus (grupo, subgrupo y serotipo)

estan determinadas por las proteinas virales.

Ambas especificaciones de grupo y subgrupo estan relacionadas principalmente por la
proteina mas importante de la cipside media VP6, la cual es también blanco de

pruebas diagnosticas comunes.

Han sido identificados siete grupos principales de rotavirus, denominados A-G. Sin
embargo, solo los grupos A, B y C han sido aislados tanto en humanos como en
animales, mientras que los grupos D, E, F y G han sido aislados Unicamente de
animales™. No obstante, los rotavirus del grupo A son los causantes de la mayoria de

las infecciones por rotavirus en humanos.

Los rotavirus del grupo A se asocian tipicamente a diarrea en nifios y animales
jévenes. El serogrupo B ha producido epidemias anuales de diarrea grave en adultos
en China® y en la India”, y brotes de diarrea en recién nacidos en China®. Rotavirus
pertenecientes al grupo C se han detectado en casos esporadicos de nifios con

diarrea®.

Dentro del grupo A pueden ser identificados dos subgrupos, | y Il, determinados por
anticuerpos monocionales®* La mayoria de las cepas pertenecen ya sea al subgrupo |
0 al Il, aunque algunas aisladas llevan epitopes de ambos subgrupos | y Il , y unas
pocas no pertenecen a ningun subgrupo. El Subgrupo Il es mas frecuente en las cepas

humanas25, el Subgrupo | es mas frecuente en las cepas de origen animal *°

La clasificacion de rotavirus de acuerdo con el serotipo esta basada en
especificaciones antigénicas, tanto de VP7 (tipo G), como de VP4 (tipo P) ?’. Tanto la
proteina VP7 como la VP4 inducen anticuerpos neutralizantes y pueden estar
involucradas en la inmunidad protectora y, como tal, ser objetivos importantes para el
desarrollo de las vacunas. Existen 15 serotipos G y 11 serotipos P, con subtipos en
cuatro de ellos y han sido descritos 21 genotipos P. Los genotipos P son denominados
por un nimero en paréntesis cuadrados. La mayoria de los serotipos son compartidos

por humanos Y animales. En humanos han sido detectados 10 serotipos G (G1, G2,



G3, G4, G5, G6, G8, G9, G] 0 y G12) y nueve serotipos P (P1A, P1B, P2A, P3A,
P31B, P4, P5A, P8y P11).

Tedricamente, una enorme variedad de cepas diferentes de rotavirus podrian resultar
de varias combinaciones de los serotipos/genotipos G y P que infectan a los humanos.
Sin embargo, solo cuatro cepas comunes predominan globalmente; a saber: G1P(8),
G4P(8), G2P(4) y G3P(8), y la mayoria de las infecciones son atribuibles a la G1P(8).
Ademas de estas cuatro, se han descrito otras con el serotipo G5, G8 y G9. El serotipo
G9 podra ser considerado el quinto serotipo de importancia mundial.

Figura 4. Clasificacién de cepas de rotavirus.
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Fuente: Adaptacion de la presentacion “Diagnistico de laboratorio y epidemiclogia melecular de los rotavins en las Américas”™. Leite JPG,
Departamento de Virologia, Fiocne, Ministerio de Salud, Brasil. Presentado durante el Taller Internacional de Vigilancia del Rotavinus. Rio
de Janeiro, 12 al 16 de diciembre de 2005,



Vias de transmision

Los rotavirus se transmiten por la via fecal-oral, las heces suelen contener 100 billones
de particulas virales por mililitro y la dosis infecciosa es de 10.000 a 10 millones de
particulas virales. El virus es transmisible durante la fase aguda y mas tarde, mientras
persiste la excrecion y diseminacion del virus. Generalmente deja de detectarse a los 8
dias después de la infeccion aunque, en pacientes inmunodeprimidos, la excrecion se

ha notificado incluso pasados los 30 dias.

Se ha especulado sobre su transmision respiratoria pero las evidencias son
circunstanciales. Se encuentra poco documentada la infeccién en nifios que no han
estado en contacto con otros nifios infectados. Se especula que el contagio pudiere
provenir de infecciones subclinicas que cursan los individuos que rodean el neonato.
En cambio esta bien documentado la liberacion de rotavirus del tracto intestinal de un
individuo infectado antes de manifestar la diarrea e incluso una vez que la diarrea ha

cesado®®

Su resistencia a la inactivacion fisica mostrada en experimentos con rotavirus
humanos y animales frente a diferentes temperaturas puede ser una de las causas de

su eficiente transmision.?®

Otras observaciones que sugieren la contaminacién ambiental como fuente de
infeccion son la persistencia de infecciones en guarderias y la alta frecuencia de
infecciones nosocomiales de rotavirus. También su habilidad en retener su infectividad
una vez desecado en superficies bajo diferentes condiciones puede contribuir a su
transmision.*® Por el contrario una humedad relativamente alta (superior al 80%)
resulta en una rgpida pérdida de infectividad en rotavirus humanos. Una desinfeccion
efectiva del material contaminado y una cuidadosa limpieza de las manos constituye
una de las mas importantes medidas para evitar la transmision de la infeccién por
rotavirus.® La deteccion de rotavirus en agua potabilizada para el consumo humano®
0 brotes epidémicos originados por consumo de agua contaminada. También se ha
especulado sobre el papel de los animales como fuente de rotavirus infecciosos para

humanos.



El hecho que cierto rotavirus animales compartan antigenos de neutralizacién con
rotavirus humanos y que ciertos rotavirus animales hayan infectado humanos de forma
natural 6 que hayan intercambiado material genético con rotavirus humanos refuerza
esta hipotesis.®® De todas maneras este tipo de transmision interespecie parece ser
muy rara en la mayor parte del mundo aunque la cepa humana-bovina reassortant
1321 6 una humana porcina reassortant parecen ser endémicas en areas como India y

Brasil.**

Ciclo replicativo de rotavirus

La replicacion de rotavirus ha sido estudiada principalmente en cultivos de células
MA104.*® En esta linea celular el ciclo replicativo de rotavirus es relativamente rapido,
de forma que se observa un maximo de produccion virica de 10 a 12 horas post-
infeccion si las células son cultivadas a 37° C, o a las 18 horas si el cultivo celular se

realiza a 33° C.

Las caracteristicas generales del ciclo replicativo de rotavirus en células MA104 se
pueden resumir en los siguientes puntos:

1. El cultivo de la mayoria de las cepas de rotavirus requiere la adicién de proteasas al
medio de cultivo. Las proteasas digieren la proteina VP4 de la cpside externa de
rotavirus activando la infectividad del virus.

2. La replicacion es totalmente citoplasmatica.

3. Las células infectadas no poseen ningun enzima capaz de replicar el ARNbc que
forma el genoma de rotavirus, de forma que el virus debe proporcionar los enzimas
necesarios para la replicacion.

4. El ARN transcrito es utilizado tanto para la produccion de las proteinas virales tras
su traduccién en los ribosomas, como para la produccién de la hebra negativa de ARN
gue formara el ARNbc. Una vez la hebra negativa de ARN es sintetizada se mantiene
unida a la hebra positiva.

5. Los segmentos de ARNbc se sintetizan en el interior de las particulas subvirales.
Tanto el ARNbc como los segmentos de ARN negativo no se encuentran libres en el
citoplasma de las células infectadas.

6. Las particulas subvirales maduran mediante su internalizacion en el reticulo
endoplasmatico. Durante este proceso las particulas adquieren las proteinas de la
cépside externa.

7. Las particulas viricas son liberadas tras la lisis celular.



Adsorcidn, penetracion y decapsidacion

El proceso de unién de rotavirus a la superficie celular es mediado por mdltiples
interacciones que varian segun la cepa de rotavirus estudiada®. La figura 5 muestra
un resumen de estas interacciones. Para un gran nuimero de cepas aisladas de
animales, una primera etapa de la adsorcion virica es mediada por la unién de la

porcion VP8* de la proteina VP4 a acido sialico.*”

La mayoria de las cepas de rotavirus aisladas en humanos no requieren de la
interaccion con &cido sidlico®® en estas cepas la unién al gangliésido GM1 parece ser
la implicada en esta primera etapa de la adsorcion. En una segunda etapa de la
adsorcion para las cepas dependientes de unién a acido sidlico y en una primera o
segunda etapa para las cepas que no dependen de esta unidn, se han identificado
interacciones proteina-proteina. La integrina a2B1 interaccionaria con la proteina VP4,
mientras que la integrina a4B1 interaccionaria con la proteina VP7%. Una de las
integrinas implicadas en el proceso de adsorcion y entrada de rotavirus en las células
infectadas es la integrina aVB3. El motivo de unién a esta integrina se encuentra en la
proteina VP4 y estudios con anticuerpos monoclonales frente a esta integrina son
capaces de bloguear la infectividad de rotavirus, aunque no su adsorci6on®. La
proteina de choque térmico hsc70, que forma parte de la familia de las chaperonas
hsp70, también se encuentra implicada en el proceso de adsorcidén e internalizacion
virica*’. La entrada de rotavirus al interior celular puede ser inhibida incubando los
rotavirus con esta chaperona, de forma que se bloquea la unién de las proteinas VP4 y
VP7 a este receptor celular. Este blogueo realizado con la proteina hsc70 inhibe la
entrada del virus al interior celular, pero no la union del virus a las células. Estudios
bioguimicos que muestran la participacion de glicoproteinas, glicolipidos, colesterol y
otras proteinas e integrinas relacionadas con la adsorcion y entrada del virus forman
parte de microdominios lipidicos (“rafts”) en la membrana celular. Se ha propuesto que
son estas estructuras las que actuarian como receptores de rotavirus en las células, y

no una Unica proteina.



La entrada de rotavirus al interior celular es un proceso sobre el que todavia no existe
un claro consenso, ya que la entrada puede ocurrir tanto por endocitosis como por
entrada directa del virus******. Tanto la proteina VP4 como la proteina VP7 poseen la
capacidad de permeabilizar membranas, de forma que estas proteinas parecen estar
directamente implicadas en la entrada del virus en la célula. Una vez las particulas
viricas se encuentran en el citoplasma celular las proteinas de la cipside externa se
pierden debido a la baja concentracion de calcio, quedando de este modo libre las

particulas parcialmente decapsidadas (VP1, VP2, VP3, VP6) con capacidad replicativa
Figura 5. Representacién esquematica de la adsorci6  ny entrada de rotavirus
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Figura 5. Representacion esquematica de la adsorcion y entrada de rotavirus en la célula infectada. Las cepas
dependientes de acido sidlico interaccionan en un primer paso con un receptor de membrana que contiene acido sialico
mediante un dominio localizado en la proteina VP8* y posteriormente con la integrina a2f1. Las cepas de rotavirus
independientes de &cido sidlico interaccionan directamente con la integrina a2l o previamente con el gangliésido
GM1. Como muestra la imagen la integrina aVB3 y la chaperona hsc70 también estan implicadas en este proceso.



Transcripcion y replicacion

La sintesis de los transcritos virales esta mediada por el complejo transcripcional de
rotavirus, ya que las células eucariotas no poseen ningln enzima capaz de sintetizar
ARN a partir de un molde de ARN (ARN polimerasa ARN dependiente). Los primeros

145

estudios realizados tanto “in vitro"*como “in vivo"*®

muestran que la actividad
transcriptasa de rotavirus se encuentra en las particulas de doble capa. Una vez las
particulas de doble capa (VP1, VP2, VP3, VP6) se encuentran en el citoplasma celular
comienza el proceso de transcripcion y replicacion. Las actividades enzimaticas de la
replicasa de rotavirus se han descrito mediante estudios de transcripcion “in vitro”. Las
particulas de rotavirus poseen actividad transcriptasa, nucleétido fosfohidrolasa,
guanililtransferasa, metilasa y poli(A)-polimerasa*’ La transcripcion y replicaciéon de
rotavirus ocurre en unas estructuras subcelulares localizadas en el citoplasma de las
células llamadas viroplasmas. Estas estructuras estan formadas por las proteinas
estructurales VP1, VP2, VP3 y VP6, por ARN virico y por las proteinas estructurales
NSP2 y NSP5 principalmente.

La transcripcién en rotavirus es un proceso semiconservativo y todos los transcritos
estan compuestos por una hebra de ARN positivo completa sintetizada a partir de la
hebra negativa del ARNbc. Los ARN mensajeros nacientes salen al exterior de las
particulas de doble capa por los poros existentes en los ejes de simetria quintuple de
las particulas subviricas. Los mensajeros poseen la caperuza, que es incorporada por
VP3 en 5, pero carecen de colas de poliadenina en su extremo 3* Los transcritos de
rotavirus, a pesar de carecer de las colas de poliadenina, son estabilizados en su
extremo 3’ mediante la unién de la proteina no estructural NSP3 a una secuencia de
tan s6lo cuatro nucledtidos*® Otras proteinas no estructurales de rotavirus tales como

NSP2 y NSP5 son parte importante del complejo de polimerizacion del ARN viral.

La replicacion del ARN virico ocurre en la misma maquinaria replicativa que la
transcripcion, pero en este caso el ARNbc se forma a partir de la hebra positiva de
ARN. La sintesis del ARNbc y el empaqguetado del mismo en los nuevos viriones
ocurren de forma practicamente simultanea, de forma que no se ha aislado ARN

negativo o de doble cadena de los citoplasmas de las células infectadas.



Morfogénesis y liberacion de las particulas viricas
El proceso de morfogénesis de rotavirus se caracteriza por la internalizacién de las
particulas inmaduras en el reticulo endoplasmético y por encontrarse envueltas

transitoriamente.

Las particulas subvirales, que ya contienen el material genético y las proteinas del
core (VP1, VP2 y VP3) y de la céapside intermedia (VP6), son dirigidas desde los
viroplasmas al interior del reticulo endoplasmético. Este proceso estd mediado por la
interaccion de la proteina VP6 con la glicoproteina no estructural NSP4, que actia
como receptor de las particulas subvirales en el reticulo endoplasmatico®. Durante la
entrada de las particulas al interior del reticulo endoplasmatico, éstas adquieren una
envuelta lipidica que desaparece durante los siguientes procesos de la morfogénesis
viral. La alta concentracion de calcio presente en el interior del reticulo endoplasmético
es importante para el proceso de morfogénesis. Si el calcio es eliminado del interior
del reticulo el proceso de morfogénesis queda bloqueado en el punto en el que las
particulas subvirales se encuentran envueltas™ El proceso de maduracion requiere de
la desaparicion de la envuelta lipidica y del ensamblaje de las proteinas estructurales

VP7 y VP4 que conforman la capside externa.

Segun el modelo propuesto por Tian y colaboradores en 1996°* seria la proteina NSP4
la que actuaria desestabilizando la bicapa lipidica de las particulas envueltas. Esta
teoria se encuentra apoyada por diferentes estudios en los que se demuestra que la
proteina NSP4 posee capacidad de interaccionar con bicapas lipidicas vy
desestabilizarlas®***. La proteina NSP4 también actla como receptor de glicoproteina
VP7 y la proteina VP4 con las que forma hetero-oligémeros. Finalmente las proteinas
VP4 y VP7 se ensamblan en las particulas viricas nacientes del reticulo
endoplasmatico formando las particulas viricas completas. En este proceso la
presencia de calcio también resulta importante ya que si el calcio es eliminado de las
células infectadas mediante ionéforos o si es inhibido mediante un competidor como el

Mn2+, la maduracion de las particulas viricas es abortada®®.



La liberacién de rotavirus de las células infectadas puede ocurrir antes de la lisis
celular si la infeccion ocurre en células epiteliales polarizadas, tales como las células
Caco-2, en las cuales los virus son secretados por la zona apical de las células y son
transportadas hasta alli mediante un mecanismo de transporte no convencional en el
que el aparato de Golgi no participa®®. En células no polarizadas tales como la linea
celular MA104 las particulas viricas son liberadas al exterior celular tras la lisis celular.
Estudios recientes muestran que los rotavirus utilizan las microestructuras de
membrana lipidica (“rafts”) durante su replicacion para ser transportadas hasta la
superficie celular tanto en experimentos realizados “in vitro” como “in vivo”. Segun esta
teoria los rotavirus utilizarian las mismas rutas de transporte que utilizan los diferentes
componentes de estas microestructuras de membrana en las que se forman zonas
diferenciadas de la membrana celular, explicando de ese modo como los rotavirus son

excretados al exterior celular por la zona apical de las células epiteliales. *"°®

Inmunidad

Los rotavirus producen una infeccién local que afecta principalmente las células
maduras de las vellosidades intestinales. El periodo de incubacion (1- 3 dias) es
relativamente corto por lo que induce una inmunidad parcial y poco duradera *°. Este
tipo de infeccion es similar a producida por los virus respiratorios y contrasta con la
inmunidad producida por los virus sistémicos, como el polio, rubéola, varicela y
sarampion, que tienen un periodo de incubacion mas largo (7 -14 dias), y producen
una inmunidad que dura toda la vida. La inmunidad de la mucosa constituye una

defensa muy importante en las infecciones intestinales producida por el rotavirus ®.

La infeccion comienza con la unién de los rotavirus a receptores especificos en las
células epiteliales. Luego los virus se replican y hacen contacto con las células M que
los transportan a las Placas de Peyer donde son presentados por los macrofagos, las
células B y otras células presentadoras de antigenos (células dendriticas) a las células
virgenes (Th0). Después de haber sido activadas estas células (Th2), ellas inician la
expansién clonal de las células B virus especificas y de las células precursoras de los

linfocitos T citotoxicos (LTCp)®.



Las células B virus especificas y las LCTp penetran los nodulos linfaticos, llegan al
sistema circulatorio via el ducto toréxico para luego regresar al lugar de origen donde
fueron estimulados o a sitios asociados a respuesta efectora en la lamina propia del
intestino. Se sabe que este regreso a lamina propia es selectivo y mediado por
receptores en los linfocitos T (integrinas) y en células endoteliales (glicoproteina) ®2. En
esta zona, tanto la secrecién de IgA por las células B diferenciadas (células
plasméticas) como la diferenciaciéon de las LCTp en linfocitos T citotoxicos CD8*
efectores son inducidas por citocinas. Las citocinas que inducen la secrecion de IgA
especifica por las células plasméticas son las interleucinas (IL -4,IL- 5 y IL- 6). La
diferenciacion de las células B virusespecificas en células IgA secretoras (IgA -s) es un
proceso que toma de 3-5 dias después del periodo de incubacion. La IgA dimérica se
ubica en la superficie basolateral de la vellosidad, adquiere la fraccion secretora en el
citoplasma y es excretada al lumen intestinal. EI mecanismo por el cual la IgA elimina
al virus es mediante su unién con el antigeno (interferencia conformacional)
bloqueando la unién del virus a los receptores celulares y, por ende, su entrada a la
célula. También se ha postulado que la IgA puede actuar intracelularmente . El
interferon y la interleucina IL- 2 son las citocinas que promueven la maduracion de los
CTLp a CTL efectores. La CTL especificas y efectoras residen en la vellosidad
intestinal mientras que las células B especificas y las CTLp permanecen en la lamina
propia. Asi que, mientras las Placas de Peyer son el principal lugar para la induccion
de la respuesta inmune, la lamina propia es el principal lugar para la maduracién de

las células especificas transformandose en efectoras.

La desventaja de la inmunidad de mucosa es su corta duracidn, pero se compensa
con una rapida respuesta anamnésica en contactos posteriores -re-exposicion- con el
antigeno. Cuando este sistema no es estimulado, los anticuerpos disminuyen con el

tiempo y su accion protectora mengua de 6 a 12 meses posteriores al contacto viral.

Otra desventaja es la posibilidad de presentar dificultades en la respuesta a los
antigenos administrados por la via parenteral. Pero, en el caso de los rotavirus, los
estudios hasta el momento indican la produccién de una adecuada respuesta sérica a

la inmunizacion parenteral en animales.



Infeccidén natural y proteccién clinica

El papel protector de la inmunidad inducida durante la infeccion natural por rotavirus
ha sido demostrado ampliamente en varios estudios, que constituyen las bases para el
desarrollo de vacunas contra este agente viral. El primer estudio fue llevado a cabo por
la Dra. Bishop en Australia®, en el cual se demuestra que neonatos infectados con
rotavirus durante el primer mes de la vida -seguidos por 3 afios- son protegidos contra
la enfermedad severa, aunque no asi contra re-infecciones; mientras que los neonatos
no infectados sufrieron diarreas severas por rotavirus en una significativa mayor
proporcién que los neonatos infectados. Estudios posteriores, realizados en contra la
diarrea severa en contactos posteriores con el virus ®°®. Posteriormente, un estudio
de la historia natural de la infeccion por rotavirus -el primero de su tipo -, realizado con
200 nifios mexicanos, seguidos por 2 afios, confirmé estas observaciones®’. Este
estudio mostré que después de la primera infeccion natural, independientemente de la
severidad, el 88% de los nifios quedaron protegidos contra las diarreas severas, 75%
fueron protegidos contra las diarreas de cualquier severidad y 40% de los nifios
quedaron protegidos contra subsecuentes infecciones. Con el aumento del nUmero de
infecciones -dos, tres o0 cuatro- se incrementa el grado de proteccion, pero se
necesitan al menos dos infecciones, sintomaticas o asintomaticas, para prevenir la
enfermedad por rotavirus de cualquier severidad. Es decir que la infeccién natural no
protege contra re-infecciones pero disminuye significativamente la severidad de la
enfermedad. Estos resultados fueron también corroborados en un estudio realizado en

Africa se mostr6 que la infeccién primaria confiere 70% de proteccion clinica .

La epidemiologia de la enfermedad por rotavirus, que muestra que ellos son causa
importante de enfermedad en los primeros afos de la vida, confirma estos hallazgos.
Varios estudios muestran que la primera infeccion ocurre en los primeros dos afios de
vida y est4 generalmente asociada a diarrea severa, mientras que las reinfecciones se

presentan en edades posteriores, durante toda la vida, y son leves o asintomaticas.

Estudios en Guatemala muestran que la severidad de la diarrea por rotavirus
disminuye con la edad. Igualmente, se han descrito diarreas recurrentes causadas por
el mismo o diferente serotipo de rotavirus ®, sin embargo, el segundo o tercer episodio
de diarrea presenta una clinica muy leve, en la mayoria de las ocasiones.

Estos resultados tienen importantes implicaciones en el desarrollo de una vacuna para
rotavirus, ya que la vacuna tendria impacto, fundamentalmente, en la mortalidad y en

la enfermedad severa emulando la infeccién natural *°.



Inmunidad mediada por anticuerpos y proteccion

La infeccion por rotavirus induce inmunidad mediada por anticuerpos especificos IgM,
IgG e IgA que pueden ser detectados de los 7 a 28 dias post-infeccion en suero,
saliva, contenido duodenal y heces "*"2. De esta manera, los virus que infectan las
mucosas, como los rotavirus y virus respiratorios, inducen una respuesta local tipo IgA
secretora (IgA-s), factor primordial en la defensa de la mucosa intestinal o vias
respiratorias, segun el caso. Por otro lado, las proteinas de la capa externa, VP4 y
VP7, inducen anticuerpos neutralizantes (IgG), y la proteina VP6, ubicada en la capa
intermedia, asi como la proteina no estructural NSP4, son también inmunogénicas s,
En general, anticuerpos neutralizantes (IgG) homotipicos a la VP7, y en menor
proporcion a la VP4, aparecen después de la primera infeccién. En cambio, la re-
infeccion estimula la aparicion de anticuerpos heterotipicos contra la VP7 y VP4 ™. Lo
que quiere decir que la inmunidad producida durante el primer contacto con el virus es
principalmente homotipica y la respuesta inmune heterotipica aparece con la edad
como resultado de posteriores exposiciones al virus, tanto en nifios infectados en
forma natural como en nifios vacunados ">®. Estos resultados apuntalan o sostienen
la necesidad de sufrir, al menos, 2 infecciones para producir una respuesta inmune de

amplio espectro, lo que implicaria la necesidad de administrar 2 dosis de la vacuna.

En la actualidad, la relacion entre inmunidad mediada por anticuerpos y proteccion es
motivo de controversia y su definicion es critica para el desarrollo de una vacuna. La
correlacion entre proteccion e IgA especifica en el intestino (S-IgA) ha sido
demostrada. Sin embargo, su presencia en el intestino es de corta duracion - menor de
1 afio —, lo que explicaria la aparicion de episodios recurrentes ’’. Se ha postulado que
la IgA en suero y en heces podrian ser buenos predictores de la S-IgA secretora y, en

consecuencia, buenos marcadores para los estudios de vacuna.

En la infeccidon natural por rotavirus, se ha demostrado que la proteccién clinica es
mediada por IgA especifica en suero y en heces, aunque se ha reportado que la IgA
en heces podria ser mejor predictor de respuesta inmune de tipo protector que la

sérica.



Sin embargo, no se ha demostrado el papel protector de la IgA sérica en nifios
vacunados y en heces no ha sido evaluada. En este sentido, es de alta prioridad dirigir
las investigaciones para encontrar mejores marcadores inmunologicos en la
inmunizacion activa "®. Sin embargo, hasta ahora, la respuesta IgA sérica es el ensayo
estandar, requerido por los organismos internacionales, para predecir proteccion, en

los ensayos de campo con la vacuna de rotavirus.

El papel protector de los anticuerpos neutralizantes serotipo especificos en suero
tampoco esta completamente definido. Hay trabajos que reportan una asociacion entre
proteccion y titulos preexistentes homotipicos en suero anti-VP7 ’°, pero otros estudios

no muestran esta correlacion °

, asi como tampoco estudios con nifilos vacunados;
mas bien, se ha demostrado proteccion heterotipica contra infecciones por rotavirus
humanos, en nifios vacunados con cepas animales - bovinas- que no comparten el

serotipo con las cepas humanas.

La baja frecuencia de rotavirus asociado a diarrea severa en nifios de 0 a 2 meses de
edad confirma que los anticuerpos de origen materno, tipo IgG neutralizantes
homotipicos o anticuerpos presentes en la leche materna, confieren proteccion clinica.
Estudios en animales también confirman la proteccion clinica conferida por la
inmunidad pasiva de origen materno. También, se ha observado que la administracion
oral de anticuerpos especificos antirotavirus a nifios inmunosuprimidos e
inmunocompetentes produce una recuperacion mas pronta al compararlos con nifios

no tratados.®

En sintesis, hasta el momento, no existen acuerdos definitivos sobre la correlaciéon
entre inmunidad mediada por anticuerpos y proteccién, aunque las diferencias
metodoldgicas y la variabilidad en el tipo de muestra, utilizada en la mayoria de los

trabajos, podrian explicar la diversidad de resultados.

Adicionalmente, la informacioén obtenida hasta el momento, muestra cierta utilidad -
ademas es la unica disponible de facil uso- de la inmunidad por anticuerpos para
predecir eficacia en la infeccion natural, pero se necesitan estudios adicionales que

definan mejor el papel protector de los anticuerpos en la inmunizacion.



Ademas, pareciera, que la presencia de anticuerpos especificos, en el intestino y en
cantidad suficiente - sean estos IgA, IgG o neutralizantes-, es critica para que se

produzca el efecto protector *

Los resultados contradictorios, en los niflos vacunados, complican el logro de
marcadores inmunoldgicos adecuados para predecir el grado de proteccion, aunque
pudieran ser explicados en parte, por el limitado conocimiento de la inmunidad
inducida por cepas animales o virus rearreglados, en la inmunizacion en humanos
.También, se ha sugerido la posibilidad de utilizar la cuantificacion de las células
secretoras de anticuerpos circulantes (CSAs), que son un reflejo de la inmunidad
intestinal, o de células de memoria, rotavirus especificas T y B en suero, como

marcadores que puedan predecir la potencia y eficacia de una vacuna.

Inmunidad mediada por células y proteccion

Ambos componentes de la inmunidad, la mediada por anticuerpos y la mediada por
células, cumplen una funcién en la proteccion clinica del rotavirus. Los componentes
de la inmunidad mediada por células que participan en la proteccion y la actividad viral,
en humanos y animales, son: células natural killer (NK), linfocitos T citotéxicos (LTCs),
las citocinas y otros productos quimicos 3. Los LTC especificos ejercen su actividad
antiviral a través de la lisis directa, la induccién de apoptosis y la produccion de
citocinas. Las células NK destruyen la célula infectada y las citocinas tienen funciones
criticas en la regulacion de la respuesta inmune, y acttan por actividad citotoxica y por

mecanismos no citopaticos que eliminan al virus sin destruir la célula infectada.

La inmunidad mediada por células LTC ha sido primordialmente estudiada en modelos

animales infectados con rotavirus 8+%°

y se conoce poco de ella en humanos. Hasta el
momento, se sabe que la inmunidad mediada por células tiene més que ver con la
recuperacion de la enfermedad que con la prevencion. En la infeccidén por rotavirus, la
participacion de las CTCs, particularmente las CD8 ha sido demostrada ¢, pero

también se ha planteado la participacién de las CD4.

Las citocinas, células NK y otros productos inmunol6gicos también juegan un papel en
la resolucion de la enfermedad. Se ha demostrado el papel protector de las células
LTC en ausencia de IgA en la clinica de ratones con infeccion natural, y en ratones

vacunados ¥'.



También por otro lado, se ha mostrado la presencia de citocinas, en mayor cantidad en
la inmunizacion cuando se compara con la infecciéon natural, lo que podria explicar el
efecto protector de la citocinas o células NK en nifios vacunados, en las cuales no se

ha demostrado efecto protector mediado por anticuerpos.

Igualmente, la modificacion del curso de la enfermedad depende de la diferenciacién
de las células B de memoria en células B secretoras de anticuerpos, lo que se explica,
entre otras razones, por el corto periodo de incubacion que tiene el rotavirus. En
ratones, las células de memoria B, o la primera linea de defensa en la re-infeccion, y
las LTC, que median, acortando el proceso de la infeccion, aparecen 3-4 dias después
de la infeccion y posiblemente sean las células primarias efectoras las que participan
en los mecanismos de defensa. En resumen, las células B y T participan eliminando la
viremia en la infeccion primaria y protegen contra re-infecciones, y las células T,
particularmente las CD8, parecen acelerar la eliminacién del virus; mientras que los
anticuerpos median la proteccién contra la re-infeccibn y también ayudan a la

resolucion de la enfermedad.

Recientemente, se demostr6 la presencia de células T rotavirus especificas
productoras de interferon gamma, en adultos y nifios infectados con rotavirus. Estas
células son en su mayoria del tipo CD8+ y expresan el receptor integrina, lo que indica
su origen intestinal. Pero esta respuesta es menor que la inducida por los virus
sistémicos, como el citomegalovirus. También pareciera que el interferon no juega un
papel en la infeccién por rotavirus. Sin embargo, se necesitan futuros estudios para
clarificar mejor el papel inmune de las células B y T en la infeccidbn por rotavirus

inducida por virus salvaje o por vacuna.

Por ultimo, los hallazgos recientes sobre el papel patogénico e inmunolégico de la
proteina NSP4% y el mecanismo de proteccion viral asociado a la proteina VP6 abren
nuevos caminos en la investigacion sobre la induccién de inmunidad mediada por
anticuerpos o por células en la infeccién por rotavirus. Recientemente, se encontré que
la proteina no estructural NSP4 tiene la capacidad de producir diarrea - actia como
una enterotoxina y produce diarrea en ratones- y de inducir anticuerpos protectores en

ratones.



Estas investigaciones mostraron que la proteina NSP4 induce una respuesta humoral
y es capaz de producir una respuesta celular que posiblemente involucre células T
citolitica. Por otro lado, también se demostr6 que la proteina VP6, localizada en la
capa media del virus, es capaz de inducir inmunidad protectora en ratones. Estas
investigaciones mostraron que la proteina NSP4 induce una respuesta humoral y es
capaz de producir una respuesta celular que posiblemente involucre células T

citolitica.

Por otro lado, también se demostrd que la proteina VP6, localizada en la capa media
del virus, es capaz de inducir inmunidad protectora en ratones -anticuerpos no
neutralizantes IgA anti-VP6- y de modificar la infeccién en ratones inmunodeficientes
por inactivacion del virus durante la transcitocis en el medio intracelular. Este
mecanismo intracelular de neutralizacion viral podria explicar la proteccion heterotipica
en la infeccién natural y durante la inmunizacion activa con vacunas observada en

algunos estudios.

Estos hechos presentan nuevos caminos para el entendimiento de la inmunidad del
rotavirus y afladen otras posibilidades para el desarrollo de vacunas que, ademas, en
el caso de la proteina VP6, tendria la ventaja de ser comun a los rotavirus del grupo A.
(Figura 6).



Figura 6. Inmunidad en la infeccion por rotavirus
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ASPECTOS CLINICOS

Fisiopatologia de la infeccién por rotavirus

Han sido realizados numerosos esfuerzos para determinar los mecanismos
involucrados en la patogénesis de las infecciones por rotavirus. La diarrea inducida por
rotavirus se atribuye a tres mecanismos diferenciados, que deben contribuir a la
diarrea producida por rotavirus en diferentes momentos de la infeccion virica

1) Una reduccién en la superficie de absorcion del intestino delgado, que determina
una disminucion de la capacidad absortiva de agua.

2) Cambios en la permeabilidad osmoética de la mucosa intestinal.

3) Cambios en la secrecion de fluidos y electrolitos.

El incremento de calcio que se produce tras la infeccion por rotavirus provoca citélisis
en células epiteliales no polarizadas. Por otra parte la infeccion por rotavirus o la
adicién de la proteina NSP4 produce la pérdida de la integridad del epitelio en células

polarizadas.®®



La Figura 7 es una micrografia electréonica de las vellosidades intestinales de un
modelo animal sin (normal) y con (anormal) infeccion por rotavirus, donde se puede

observar la destruccion de las vellosidades responsables de la funcion de absorcion.

Figura 7. Vellosidades intestinales normales y alte  radas por la accion del rotavirus.
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Fuente: Dr. Graham Hall, Berkshire, UK para Zuckerman et al, eds. Principles and Practice of Clinical
Virology, 2nd ed. London: John Wiley & Sons; 1990:182.

Estas actividades deben jugar un papel importante en la destruccion de los villi del
intestino que se observa en la infeccién por rotavirus in vivo. La lesion intestinal
también puede estar asociada con una respuesta inmunopatolégica. Este mecanismo
para la produccién de diarrea se relaciona con un gran componente inflamatorio que
no se observa ni en humanos ni en el modelo de infeccion murino. La implicacion de la
proteina NSP4 en la diarrea inducida por rotavirus fue postulado por primera vez
después de la expresion de las diferentes proteinas de rotavirus en cultivos celulares.
La proteina NSP4 fue la Unica capaz de inducir un incremento en la concentracion de
calcio intracelular mimetizando la infeccion por rotavirus. Este calcio es movilizado
desde el reticulo endoplasmatico al citoplasma celular por medio de la activacién de la
fosfolipasa C cuando la proteina es afiadida extracelularmente a las células. También
se ha propuesto la hipétesis de que la proteina NSP4 formaria canales en el reticulo
endoplasmatico que mediarian la salida de calcio al citoplasma cuando la proteina es
producida intracelularmente. La importancia de la proteina NSP4 en la fisiopatologia
de rotavirus fue confirmada durante experimentos de inmunizacion en ratones con la
proteina NSP4, que demostré actuar como una enterotoxina produciendo diarrea en

ratones recién nacidos.



Tabla 2. Mecanismo de la induccion de diarrea causa  da por rotavirus

Reduccion de la superficie de absorcion: Desfruccidon de las|
microvellosidades  intestinales. lsguemia, acoriamiento, aglanamisnioc
atrofia de las vellosidades intestinales

Alteraciones funcionales de la absorcidn: Reduccion de la actividad de lag
disacaridasas; alteracion del cotransporte de glucosa vy sodio; disminucion de
actividad de la ATPasa de sodic - potasio; alteracion del gradiente
glectroquimico

Dafo celular que afecta la absorcion: Edema mitocondrial, distension de
reticulo endoplasmico, infiltracion monocitica

Efectos enterotoxigénicos de la proteina rotaviral NSP4: En maodelos)
animales se ha cbservado gue esa proteina induce aumento en I3
concentracion infracelular del calcio lo que causa hipersecrecion luminal
diarrea

Estimulacion del sistema nervieso entérico: Estimulacion de la secrecion
de liguidos v electrolitos, estimulacion de la motilidad intestinal lo que reducs]
el tiempo del trénsito intestinal

Alteraciones de la permeabilidad epitelial: Aumenic de la permeabilidad
paracelular a través del debilitamiento de las uniones cerradas intercelulares

* Fuente: Scoit, M; Dent, R; Merino, D. Rotavirus: egidemiology, virology,
pathology, current treatment and vaccines. Brown University. Digponible en:
woww brown eduw/Courses/Bio_160/Projeciz2004/rotavirusfindsx. him

Otro de los factores implicados en la diarrea inducida por rotavirus es la participacion
del sistema nervioso entérico. Mas del 60% de la secrecion neta de fluidos durante la
diarrea por rotavirus es mediada por el arco reflejo secreto-motor. Pero hasta el
momento no se conoce el nexo entre la infeccion por rotavirus y la activacion del
sistema nervioso entérico. Se ha propuesto que la isquemia producida por rotavirus
puede provocar cambios significativos en la secrecién de 6xido nitrico en las células
afectadas y que esta molécula actuaria como neurotransmisor activando el sistema

nervioso entérico, aunque este aspecto no ha sido todavia demostrado.

El papel que puede jugar la proteina NSP4 en esta activacion no ha sido investigado
todavia, pese a que otras enterotoxinas tales como las toxina termosensible y
termoestable A de E. coli, asi como la toxina colérica, ejercen su capacidad
enterotoxigénica después de la activacién de las rutas secreto-motoras del sistema

nervioso entérico. (Tabla 2.)



Figura 8. Mecanismos de patogenicidad del rotavirus
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Periodo de incubacion
El periodo de incubacién de la enfermedad se ha estimado inferior a 48 horas®,
aunque experimentos realizados a voluntarios a los cuales se les administro rotavirus

oralmente desarrollaron la enfermedad entre las 24 y 56 horas.®

Caracteristicas clinicas

El espectro clinico de infecciones por rotavirus varia de asintomatico a una severa
enfermedad letal. Los hallazgos clinicos comunes por lo general incluyen vomitos,
dolor abdominal, diarrea y leve deshidratacion. Vomitos y fiebre con frecuencia
preceden a la diarrea. Los hallazgos clinicos asociados pueden incluir irritabilidad o
eritema farigeo 0 timpénico. Las heces tipicamente son acuosas y por lo comdn no
contienen sangre o leucocitos. El curso de la enfermedad por rotavirus es de 3 a 9
dias, y el tiempo medio de internacion cuando es necesaria debido a una severa

deshidratacion es de 4 dias.*®®

La mayor frecuencia de enfermedad ocurre en el grupo etario de 6 a 24 meses.” Las
infecciones nosocomiales son un problema conocido y se ha informado que
aproximadamente un 20 % de las infecciones por rotavirus en hospitales se considera

nosocomial.



La infeccidn por rotavirus se ha observado asociada a muchos otros sindromes cinicos
como el sindrome de muerte subita del lactante, sindrome de Reyé, meningitis
aseéptica, encefalitis neumonia, exantema subito, Sindrome de Kawasaki, enterocolotis
necrosante, invaginacion intestinal, parpura de Henoch Shonlein, sindrome hemolitico-
urémico, coagulacion intravascular diseminada y enfermedad de Crohn.La relacion
etiolégica entre estos sindromes vy la infeccion por rotavirus probablemente sea una

coincidencia y no causal.

Los decesos no son inusuales en paises en desarrollo, y tipicamente se deben a una

severa deshidratacion y el resultante desequilibrio hidroelectrolitico.

Puede producirse una diarrea sintoméatica crénica con eliminaciéon fecal del virus y
antigenemia prolongada en pacientes con enfermedades por inmunodeficiencia
primarias y también enfermedad severa en inmunosuprimidos por un trasplante de

médula 6sea.

Las infecciones con rotavirus en adultos por lo comdn son sintomaticas y se
acompafan de seroconversion para el virus, La infecciones sintomaticas en adultos
por lo general son leves, pero se ha informado enfermedad severa en adultos

mayores,y en adultos jévenes aparentemente normales.

Complicaciones

La principal complicacion es la deshidratacion severa que puede llevar al choque y a la
muerte. Las complicaciones extraintestinales comprenden convulsiones, encefalitis,
meningitis y encefalopatia. La mayoria de las asociaciones extraintestinales provienen

de casos aislados.*?

Diagndstico

El diagndstico se establece por el cuadro clinico y caracteristicas epidemiolégicas
como época del afio y grupo etareo; para la confirmacion se utilizan diferentes
técnicas, tales como microscopia electronica, electroforesis, ELISA, aglutinaciéon

indirecta e inoculacion en cultivos celulares.



La microscopia electronica fue la técnica inicialmente utilizada en el diagndstico de
rotavirus, al demostrar facil e inequivocamente la presencia de particulas virales con
una morfologia tipica, requiriendo solamente la presencia, en las heces, de un minimo
de 106 particulas virales por ml. En el caso de la inmunomicroscopia electrénica es

necesario mezclar las heces con un suero anti rotavirus.

La deteccion de antigenos por medio de ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA) es ahora el método preferido porque tiene una sensibilidad equivalente a la

microscopia electrénica.

La electroforesis del ARN rotaviral pone de manifiesto el comportamiento del genoma
viral que tiene un modelo de migracion caracteristico en un gel de poliacrilamida,

visualizandose 11 bandas (electroferotipo).

El método de separacion electroforética del ARN segmentado de los rotavirus, ha
permitido la tipificacién viral y la realizacidén de estudios epidemiolégicos al conocer los
electroferotipos dominantes y sus mutantes posteriores. Es la naturaleza segmentada
del ARN rotaviral lo que permite la aparicion de mutantes que se traduce en la

continua emergencia de diferentes cepas virales con serogrupos distintos.

El uso de los cultivos celulares para la propagacion in vitro de rotavirus sélo fue
posible cuando se utilizé tripsina como pretratamiento, o que permite la introduccion
del material genético viral en el citoplasma celular. Se acepta que la tripsina
disgregaria la doble capside viral exponiendo los sitios receptores del virus, a través
de desdoblamiento de un polipéptido de la c4pside externa y de la posterior activacion
de una fraccion infecciosa de la particula lo que facilitaria en Gltimo término su ingreso

a la célula.

Una de las lineas celulares mas utilizada para la replicacion de rotavirus es la linea

MA-104 derivada de riiidn fetal de mono Rhesus.

Otras metodologias utilizadas para el estudio de rotavirus corresponden a:
inmunodifusién; fijacion del complemento; hemoaglutinacién e inhibicion de la
hemoaglutinacion; aglutinacién pasiva en latex; seroneutralizacion;
inmunofluorescencia; inmunoperoxidasas; radioinmunoensayo e

inmunoosmoelectroforesis.®



Diagnostico diferencial

Los sintomas pueden ser semejantes a otros agentes infecciosos que causan diarrea
acuosa en infantes, tales como: Adenovirus entérico, Astrovirus, Calicivirus, Shigella,
Salmonella, Escherichia coli enterotoxigénica, Vibrio cholerae, Campylobacter jejuni,
Staphylococcus aureus y hongos, como Isospora belli, que son mas comunes en
inmunodeprimidos. Los parasitos mas frecuentes que causan diarrea son Giardia

lamblia, Entamoeba histolytica y Cryptosporidium.

Tratamiento
En la actualidad no se dispone de tratamiento antiviral especifico para infeccion viral
con rotavirus. Se ha demostrado que la rivabarina inhibe a rotavirus virales in Vitro,

pero no ha sido efectiva contra infeccion con rotavirus murino in vivo.

Por ende el tratamiento apunta a la prevencion de una severa deshidratacion y

desequilibrio hidroelectraolitico.

Esta bien establecido que la administracion de liquidos intravenosos es un tratamiento
efectivo pero en afios recientes se ha demostrado que la rehidratacion oral es un
tratamiento igualmente efectivo para la deshidratacion moderada a severa de la

gastroenteritis por rotavirus en pacientes internados o ambulatorios.

La rehidratacién oral puede lograrse usando soluciones de glucosa o sacarosa que
contengan electrolitos, como la formula estandar e la organizacion mundial de la salud
que consiste en (por litro de agua) 20 g. de glucosa, 3.5 g de cloruro de sodio, 2.5 g.

de bicarbonato de sodio, y 1.5 g de cloruro de potasio.

Debe darse tratamiento intravenoso si la rehidratacion oral no resulta exitosa para
reponer liquidos y electrolitos o si el paciente esta en shock o severamente

deshidratado. %



MEDIDAS DE PREVENCION Y CONTROL

Medidas Generales

El mejoramiento en la higiene, abastecimiento de agua y eliminacion de aguas
residuales puede llevar a una reduccién en el nimero de casos de la infeccién severa
por rotavirus, como se expuso previamente, la semejanza en la incidencia de la
enfermedad en paises en desarrollo y paises desarrollados sugiere que el problema
no serd controlado por esas medidas. Realmente, a causa de la magnitud de la carga
para la salud mundial atribuida a la enfermedad por rotavirus, el desarrollo de vacunas

contra rotavirus es la estrategia de primera linea para la prevencion.

3.2 VACUNAS CONTRA ROTAVIRUS

Las vacunas constituyen la estrategia mas eficaz para el control de los agentes
infecciosos que son la primera causa de muerte en el mundo. El efecto potencial de
una vacuna de rotavirus, segura y eficaz, en reducir la mortalidad y la hospitalizacion

por este virus, ha sido ampliamente reconocida®

La comprobacion clinico experimental de que un episodio de infeccion natural en nifios
conferia proteccion contra nuevas infecciones, fue la base que estimulé los esfuerzos

encaminados a producir una vacuna anti-rotavirus®’.

Las estrategias de desarrollo de vacunas han sido fundamentalmente dos. La primera
basada en el uso de una sola cepa de rotavirus (denominada vacuna monovalente)
obtenida de animales o humanos, y la segunda basada en el uso de mas de una cepa
de rotavirus (vacuna multivalente) que incluye varios virus de diferentes serotipos

producto de reordenamientos entre virus animales y humanos.

Estrategia Jenneriana y vacunas monovalentes de ori  gen animal

La primera estrategia de vacuna anti-rotavirus se realiz6 sobre la base del enfoque
que Jenner, en 1798, empled en la vacuna antivaridlica que consiste en la utilizacién
de una cepa de virus vivo, proveniente de un huésped animal/heterélogo,
antigénicamente relacionado con los virus humanos, pero atenuada para el hombre.
Las cepas de rotavirus animales comparten especificidades antigénicas con las
humanas, son capaces de infectar pero no enfermar al hombre y, ademas, tienen la
ventaja de crecer muy eficientemente en cultivo celular, lo que facilita su produccion a

gran escala.



Este enfoque parti6 de estudios que mostraron la capacidad de la cepa bovina
(NCDV) de inducir proteccion cruzada contra rotavirus humanos en terneros recién
nacidos®, y en estudios realizados en animales que presentaron una respuesta
inmune a virus heterdlogo después de ser inoculados con cepas de rotavirus. Estudios
en voluntarios adultos demostraron también la existencia de proteccion clinica y de
respuesta inmune heterotipica. En ese momento, se decidié administrar la vacuna por
via oral debido a la importancia de la inmunidad local en la infeccion intestinal como

ocurre con el virus de polio.

La primera prueba de campo para evaluar una vacuna para los rotavirus se realizé con
la cepa bovina NCDV (RIT-4237), luego le siguieron las pruebas con la cepa de mono
(RRV). Posteriormente, se probd otra cepa bovina, NCDV (WC3-G6P5). La cepa
NCDV, desarrollada como vacuna RIT-4237 por Smith&Kline Beecham, pertenece al
serotipo G6 no identificado en las cepas humanas. Es la primera vacuna probada en
humanos, y cuando se administré por via oral, a adultos y nifios, resultd ser
inmunogénica, inocua y altamente eficaz en paises desarrollados®, pero pruebas con
la vacuna en Gambia, Perld, Rwanda y en una poblacion indigena de EE.UU,
mostraron poca o ninguna eficacia; motivo por el cual las pruebas de investigacion con
esta vacuna fueron descontinuadas. Los ensayos con la vacuna monovalente RIT-
4237 demostraron que una dosis de una vacuna oral de virus vivo confiere proteccion
contra las diarreas severas, induce algun grado de proteccion heterotipica, pero no

determinaron la existencia de correlacion entre respuesta neutralizante y proteccion.

Poco tiempo después, a principios de la década de los 80', comenzaron los estudios
con la cepa de mono (RRV — MMU-18006) que tenia la ventaja de compartir el
serotipo G3 de la proteina VP7 con uno de los rotavirus humanos mas frecuente. Esta
vacuna fue desarrollada en los Institutos Nacionales de Salud (NIH), EE.UU, por el Dr.
Albert Kapikian y colaboradores®. Los resultados de las pruebas de campo con una
dosis de esta vacuna fueron variables e inconsistentes en ciertos casos y en el unico
pais (Venezuela) donde la vacuna fue eficaz, circulé fundamentalmente el serotipo G3,
similar al de la vacuna, lo que indicé que la proteccion inducida por la vacuna era
principalmente homotipica. En este estudio de Venezuela, también se observé que la
vacuna es mas eficaz contra las diarreas de mayor severidad y cuando es
administrada a nifios de 2, 3 y 4 meses de edad. Para ese momento, se conocia muy

poco sobre la historia de la inmunidad en la infeccidén natural por rotavirus.



La tercera vacuna (WC3) probada en campo es la cepa bovina NCDV. Esta cepa es
igual pero menos atenuada que la RIT-4237, y pertenece al serotipo G6P5. La vacuna
WC3 fue desarrollada por el Dr. Clark y colaboradores en el Wistar Institute,
Philadelphia, EE.UU, disminuyendo el numero de pasajes en cultivo celular para

incrementar su virulencia *.

Los resultados de las pruebas de campo con una dosis de esta vacuna monovalente
han sido muy variables y comparables a los obtenidos con la vacuna RIT-4237. La
eficacia en los paises desarrollados (EE.UU) fue muy buena, pero no asi los
resultados en paises en desarrollo (Republica de Africa Central y China), donde la
eficacia fue muy pobre. Con esta vacuna tampoco se evidencié correlacion entre

respuesta inmune humoral y proteccion.

Otra vacuna candidata es la cepa animal LLR (G1) de cordero, desarrollada en la
China, producida por el Instituto Linzhou, de la cual no se tiene mayor informacion

cientifica.

Estrategia Jenneriana modificada y vacunas polivale  ntes-recombinantes de
origen animal

Los resultados poco satisfactorios con las vacunas monovalentes para inducir
proteccion heterotipica, hicieron que se encaminaron los esfuerzos a desarrollar el
enfoque denominado “Jenneriano Modificado”, el cual parte de la capacidad que tienen

los rotavirus de experimentar rearreglo génico®.

En el NIH y en el Wistar Institute, se construyeron cepas hibridas, a partir de la co-
infeccion de virus humanos y animales en cultivos celulares. En el proceso, los genes
gue codifican para las proteinas VP7 o VP4 de las cepas animales, RRV (simia) o

NCDV (bovina), son sustituidos por los correspondientes genes de rotavirus humano.

Estos virus expresan las especificidades antigénicas de tipo neutralizante para cada
uno de los serotipos humanos, en un marco genético de origen animal, que le permite
conservar la atenuacién o ausencia de virulencia en el hombre, y, a la vez, inducir

inmunidad neutralizante contra las proteinas antigénicas de las cepas humanas.



De esta manera, se obtuvo la vacuna tetravalente recombinante (RRV-TV) Rotashield
de Wyeth Lederle, con la cepa de mono RRV (G3P5) y tres cepas rearregladas
pertenecientes a los serotipos G1 (RRV x D), G2 (RRV x DS1) y G4 (RRV x ST3) '®

Este enfoque también fue utilizado para la vacuna WC3 polivalente Rotateq por el
equipo del Dr. Clark, quién a partir de la cepa WCS3, construyé una vacuna
cuadrivalente-recombinante con los siguientes virus rearreglados: WI79-9 — G1P5;
SC2-9 - G2P5; WI178-8 — G3P5 y WI79-4 - G6P8 64.

Esta vacuna contiene ademas la proteina VP4 de origen humano, la otra proteina con
capacidad neutralizante, y la patente es propiedad de los Laboratorios Merck Sharp

Dohme.

Finalmente, otra vacuna, elaborada sobre la base de esta estrategia y probada en
campo, es la cepa “re-arreglada UK (humano-bovino) desarrollado por Kapikian y
colaboradores®. Tres dosis de la vacuna cuadrivalente, compuesta por 4 virus
recombinantes que contienen los 4 serotipos mas frecuentes (G1,G2,G3 y G4), fue
evaluada en adultos, nifios y lactantes en EE.UU. La vacuna es segura e

inmunogénica, pero se necesitan estudios futuros para evaluar su eficacia (Tabla 3)

Tabla 3. Resumen Vacunas antirrotavirus

VACUNAS ANTI-ROTAVIRUS

Cepa Serotipols) Institucion Origen de cepa Etapa de desarrollo
Virus animales

LLR P[12]1G10 Inst. Lanzhou, China Ovejuno Licenciado en China
NCDV P&[1]G6 SmithKline Bovino Detenido

WC3 P7[5]G6 SmithKline Bovino Detenido

RRV PSB[3]G3 HIH Simio Detenido

Virus humanos

8512 P1A[8]G1 GSK Rotarix Humana Atenuada Licenciada

RV3 P2A[6]G3 U. Melbourne Heonatal Fasell

116E P2[11]1G9 Bharat Biotech, India Heonatal Fase Il

I-E32 P8[111G10 Bharat Biotech, India Heonatal Fasel

M37 P[3}G1 NIH Heonatal Detenido

Virus reordenados

RRV-humano G1-G4, P5B[3} Wyeth Rotashield Simio-humano Retirada
WC3-humano G1-G4,G6 P1A[8},PT{5} MSD Rota Teq Bovino-humano Licenciada
UK-humano G1-G4,P7[5] NIH Bovino-humano Fasell

FUENTE: E.ROMAN.2006. VACUNAS FRENTE A ROTAVIRUS.BOLETIN DE PEDIATRIA;45:185,



Experiencia con Rotashield®
La vacuna multivalente recombinante simio-humana de Wyeth Lederle, fue la primera
vacuna anti-rotavirus licenciada en el mundo, en el afio 1998. Esta vacuna fue

ampliamente estudiada por méas de 10 afios en diferentes regiones del globo.

En resumen se puede sefalar que la proteccion anti-rotavirus conferida con esta
vacuna fue cercana a 50% contra todo tipo de infeccién, de 80%-95% contra infeccién
moderada a grave y de 75% a 100% contra hospitalizacion por diarrea con
deshidratacion. Los estudios de Fase Il y Il sugirieron fuertemente que la vacuna era
segura, aunque se detectd una tendencia, no significativa, a desarrollarse mayor
namero de casos de invaginacién intestinal en nifios vacunados comparado con nifios
que recibieron placebo; ocurrieron 5 casos de invaginaciéon en 10.054 vacunados
versus un caso en 4.633 controles. La vacuna fue aprobada para su uso en E.U.A. en
1998 y apoyada por la Academia Americana de Pediatria. Sin embargo, en 1999 se
dieron a conocer los resultados de un estudio caso-control realizado en multiples
estados de E.U.A. por el Rotavirus Vaccine Field Investigation Team, del Centers for
Disease Control and Prevention, que demostraron un aumento de incidencia de

invaginacion intestinal en nifios vacunados.

En aproximadamente 600.000 nifios que recibieron la vacuna se detecté un aumento
de invaginacion intestinal, especialmente entre los dias 3 y 7 post vacunacion,
primordialmente de la primera dosis, y en menor grado de la segunda. La estimacion
actual del riesgo de invaginacion atribuible a la vacuna Rotashield® es cercano a
1:10.000 vacunados.’®™ Estos resultados llevaron a suspender el uso de la vacuna
tetravalente recombinante Rotashield® en E.U.A., y su retiro del mercado por parte de
Wyeth Lederle asestando un duro golpe a la posibilidad de contar con una vacuna anti-
rotavirus. Las razones para este raro evento adverso con Rotashield® no estan

claramente dilucidadas.%%1%

Experiencia con Rotateq®

La vacuna pentavalente Rotateq® de MSD ha completado su estudio de Fase lli
realizado en fundamentalmente en Finlandia y E.U.A., con participacion menor de
otros cinco paises incluyendo Latinoamérica. En cerca de 70.000 nifios participantes,
la mitad de los cuales recibié vacuna y la mitad placebo, ocurrieron 12 casos de
invaginacion intestinal en vacunados y 15 en el grupo placebo en el seguimiento hasta

el afo de edad.



En el periodo mas critico correspondiente a la ventana de 42 dias después de
cualquiera de las tres dosis ocurrieron 6 casos en vacunados y 5 en el grupo placebo.
La distribucién temporal de casos de invaginacion fue igual en ambos grupos; no se
observé una concentracion exagerada de casos después de cualquier dosis de
vacuna. La conclusibn es que Rotateg® no tiene asociacion con invaginacion

intestinal.

Para la cohorte completa de 69.274 nifios, las hospitalizaciones vy visitas de urgencia
por rotavirus disminuyeron en 96 y 93% en vacunados, en comparacion con el grupo
placebo. Un total de 5.686 nifios fue seguido para determinar eficacia de la vacuna. La
proteccién reportada contra gastroenteritis por rotavirus con cualquier grado de
severidad fue de 74% y contra gastroenteritis grave, usando el score clinico de

Rennels, de 98%. La reduccioén de las visitas médicas fue de 86%.

El tamafio de muestra utilizado permiti6 demostrar proteccion significativa contra
infeccidn por los serotipos G1 y G2. No se pudo demostrar proteccion contra G3 ni
Gg 104

Vacunas monovalentes de origen humano

La utilizacion de cepas de rotavirus aisladas de neonatos como vacunas potenciales
tiene su fundamento en el estudio realizado por la Dra. Bishop en Australia que
demostré proteccion clinica, durante los primeros 3 afios de vida, inducida por la
infeccion asintomatica de rotavirus en recién nacidos. La primera cepa de rotavirus de
un neonato (cepa M37 - G1P6), evaluada en pruebas de campo, fue aislada en
Venezuela. Varias dosis de la vacuna M37 fueron eficientes en inducir respuesta
inmune homotipica pero no en inducir respuesta heterotipica * y, ademas, la vacuna
fracasé en producir proteccion en Finlandia. Otra estrategia similar es la vacuna RV3
(G3P6), una cepa neonatal aislada, desarrollada y probada en Australia. También en
la India se esta utilizado una cepa de neonato, pero se encuentra en los pasos

iniciales del proceso de desarrollo.



Experiencia con Rotarix®.

Una de las vacunas que mas promete, en la actualidad es Rotarix®, vacuna oral
monovalente obtenida de un virus vivo atenuado, la cepa 89-12 desarrollada por
Richard Ward y David Bernstein del Gamble Institute de E.U.A. La cepa de serotipo
P1A[P8]G1 fue adquirida por GSK Biologicals que la sometié a nuevos procedimientos
de atenuacion. El concepto fundamental detrds de esta vacuna es que dos dosis
proveeran proteccion contra rotavirus naturales de tipo G1l, G3, G4 y G9 y

posiblemente G2. **®

La vacuna se esta aplicando en México desde mediados del 2005 en medicina
privada, en el 2006 se inici6 la aplicacion de 157 mil dosis (primera y segunda dosis)
en nifios de 2 a 6 meses de edad de 20,600 localidades de 490 municipios con
poblacion mayormente indigena en los estados de Campeche, Chiapas, Chihuahua,
Durango, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, San Luis
Potosi, Veracruz y Yucatan, y el 2007 se universaliza para nifios de 2 a 6 meses.

(figura 8)

Figura 8. Vacunacioén contra rotavirus en México
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Ha sido aprobada para uso en Brasil, Argentina, y Chile a la fecha, y proximamente en
el resto de America Latina, Africa y Europa. Se administra en forma oral. La primera
dosis se puede administrar a las 6-14 semanas de edad y la segunda a las 14-24
semanas, con un intervalo minimo entre dosis de 4 semanas. La vacuna se puede co-

administrar con vacunas regulares del Programa Ampliado de Inmunizaciones.*®

La evidencia cientifica que apoya las indicaciones sefialadas arriba se basa en 10
estudios de fases | y Il desarrollados en Canad4, Europa, Asia, Africa, y
Latinoamérica. En estos estudios se enrolaron 7.068 infantes (5.288 vacuna RV y
1.780 placebo) con méas de 11.000 dosis administradas'®. Los objetivos de estos
estudios fueron evaluar seguridad y reactogenicidad, inmunogenicidad y eficacia con
distintas dosis, diferentes edades de administracién, con y sin vacunas concomitantes,
con y sin lactancia materna.

De estos estudios podemos resumir los siguientes resultados y conclusiones:

Dos dosis de Rotarix®, en el esquema indicado, presentan una adecuada respuesta
inmune (IgA sérica), superior a 60%. La co-administracibn con otras vacunas
incluyendo polio oral a los dos y cuatro meses de edad no se asocia con una
disminucién de la seroconversion tanto para rotavirus como para las otras vacunas

(DTP, polio, Hib) al cabo de la complecion de las dosis.

La vacuna ha demostrado ser de muy baja reactogenicidad, sin diferencia con
placebo. La eficacia al primer afio de la vacuna en dos estudios de campo (Finlandia y
Latinoameérica) demostrd proteccion global contra diarrea por rotavirus de 73 'y 70% y
contra diarrea grave de 90 y 86%. La proteccién contra hospitalizacion asociada a
rotavirus fue de 79% en el estudio latinoamericano. El estudio finés demostré que la

proteccion a dos afios fue de 73% contra toda diarrea y 83% contra diarrea grave.

En el estudio latinoamericano se pudo evaluar proteccidén contra serotipos G1 y no G1
que representaron la mitad de los casos. La proteccion contra diarrea grave por

serotipos no G1 (la gran mayoria era P1A[8]G9) fue de 83%.

Los estudios de Fase Il demostraron igual riesgo de invaginacion intestinal entre
vacunados Yy nifios que recibieron placebo (3 casos en 9.670 dosis de vacuna y un

caso en 3.600 dosis de placebo para una incidencia de 0,06% en ambos grupos).



El estudio de Fase Ill con mas de 63.000 nifios enrolados se realiz6 en 11 paises
latinoamericanos y en Finlandia durante el afio 2003 y 2004, con el objetivo primario

de determinar la seguridad de la vacuna®*.

Los casos de invaginacion intestinal ocurridos hasta los 6 meses de edad fueron
16/31.673 receptores de placebo y de 9/31.552 vacunados para un riesgo relativo de
0,56 (95%CI: 0,25; 1,24). Durante la ventana de 30 dias después de las dosis 1y 2
ocurrieron 7 casos en el grupo placebo y 6 en nifios vacunados. Se demostré asi en

forma concluyente que Rotarix® no se asocia con invaginacion intestinal.

Los niflos vacunados tuvieron un numero significativamente menor de
hospitalizaciones y eventos adversos graves, dado fundamentalmente por la

disminucién de casos graves de gastroenteritis.

La protecciéon global contra gastroenteritis grave definida por dos criterios (necesidad
de rehidratacion y por el score clinico de Vesikari) fue de 85%. La proteccidn contra
hospitalizacién por rotavirosis fue de 85% destacando que la proteccién contra
hospitalizacién por toda diarrea aguda, independiente de su etiologia, fue de 42%.
Esta cifra supera lo esperado considerando el 85% de proteccion conferida contra las
hospitalizaciones por rotavirus solamente, hallazgo que sugiere una incidencia de
diarrea por rotavirus mayor que la detectada por los métodos de ELISA usados en el

estudio. Esta cifra de proteccion es de gran valor en una perspectiva de salud publica.

En este estudio se siguidé a una cohorte de 20.000 nifios hasta el afio de edad. Ello
permiti6 determinar proteccion significativa contra los serotipos G1 (91%, IC 95%
72;92%), G3 (88%, IC 95% 8%; 100%), y G9 (91% IC 95% 62%,99%). Para G2 hubo
una reduccion no significativa de 41% (6 casos en vacunados y 10 en placebo). Hubo
s6lo 3 casos de infeccion grave por G4 lo cual no permitié determinar proteccion para

este serotipo. 1%



Tabla 4. Caracteristicas de vacunas anti-rotavirus licenciadas.

PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LAS VACUMAS AUTORIZADAS

Caracteristicas Rotarix Rotateq
Laboratorio Glaxosmithline Biologicals Merck Sharp & Dohme
Tipo de vacuna Monovalente Fentavalente
Serotipos incluidos P1A{8]G1 PT{E}G1 PT{5}G2
PT{E}53 PT{5}G4
P1A[BIGT
Formulacion Monodosis, liofilizada Monodosis liguida
N® dosis Dos Tres
Edad de administracidn 2y 4 meses 2, 4y 6 meses
Seguridad Lactantes incluidos: 63,225 en 11 paises Lactantes incluidos 68,038 en EEUL,
de Latinoamérica y Finlandia Finlandia, Bélgica v Suecia
Invaginacion intestinal Mo aumento el riesgo Mo aumento el riesgo
Contraindicaciones Historia previa de Invaginacidn intestinal Historia previa de Invaginacidn intestinal
Malformacién congénita gastrointestinal Malformacidn congénita gastrointestinal
Inmunodeficiencia Inmunodeficiencia
Mo se recomienda la lactantes con Mo se recomienda la lactantes con
infeccién asintomatica por VIH infeccidn asintomatica por VIH

FUENTE: E. ROMAN. 2006 VACUNAS CONTRA ROTAVIRUS BLETIN DE PEDIATHIA:45; 166.

Otras estrategias de vacunas antirrotavirus

El progreso en el area molecular de los rotavirus ha sido sorprendente y posibilitara el
avance en el desarrollo de vacunas. Las vacunas desarrolladas sobre la base de la
administracion de virus o ADN microencapsulados, de particulas “virus-like”, de cepas
adaptadas para crecer a bajas temperaturas y las vacunas inactivadas o
intradérmicas46, que han sido probadas con éxito en modelos animales posibilita el

alcance de estas nuevas estrategias.

Por otro lado, la incorporacién de los hallazgos recientes en el desarrollo de vacunas -
como la capacidad neutralizante de la proteina VP6 y la actividad toxigénica de la
proteina NSP4 - podria acelerar el proceso del desarrollo de vacunas de segunda y

tercera generacion.

Hasta ahora, el enfoque empirico en el desarrollo de estas vacunas ha tenido un éxito
parcial. Es interesante que esto haya ocurrido sin el conocimiento suficiente de la

inmunidad y fisiopatologia de la enfermedad.

Pero, el conocimiento, relativamente reciente, de la inmunidad conferida por la
infeccién natural ha permitido la posibilidad de mejorar los resultados que le abren
camino a nuevas vacunas. También, se ha comprobado que se necesita mayor
conocimiento sobre la epidemiologia de los rotavirus y de la invaginacién intestinal en

los paises en desarrollo para optimizar el desarrollo de la vacuna de rotavirus.



3.3 INVAGINACION INTESTINAL

La invaginacion intestinal es una patologia muy rara de naturaleza idiopatica, que
consiste en el plegamiento intestinal de una seccién dentro de otra como resultado de
una alteracion de la peristalsis. La invaginacion intestinal es la causa mas comun de
obstruccion intestinal en nifios de 3 meses a 6 afios de edad.’”®Puede ser
consecuencia de diversas causas primarias, que pueden actuar como cabeza
invaginante; y entre las que se incluyen: diverticulo de Meckel, pdlipos, linfomas,
hematomas de la pared intestinal en el transcurso de una purpura de Schénlein-
Henoch o una hemofilia, duplicaciones intestinales, quistes o neurofibromas. Sin
embargo en mas del 60% de los casos la causa permanece incierta. Algunos estudios
han encontrado un aumento del espesor de la pared intestinal y del tamafio de los
ganglios linfaticos después de una infeccion por rotavirus, o que se ha relacionado
con mayor frecuencia de invaginacion consecutiva a esta infeccién. El tratamiento es
por reduccién hidrostatica - colon por enema- 0 con aire o por cirugia. Sus sintomas
comprenden vomitos persistentes, heces sanguinolentas con apariencia de jalea de
grosella, cdlicos severos, distensién abdominal y se palpa una masa en muchos de los
casos. Una asociacion entre la infeccion natural por rotavirus e invaginacion intestinal
se ha sugerido pero no se ha demostrado. Los estudios anteriores no controlados han

presentado resultados contradictorios.

Dos estudios realizados en Australia y Francia, el papel etioldgico de la infeccion
natural por rotavirus en invaginacion intestinal no pudo ser establecido. En un estudio
japonés, el rotavirus se descubrié por microscopia electronica en 11 de 30 (37%)

lactantes y nifios jévenes con invaginacién intestinal.

Recientemente en los Estados Unidos, en un nimero reducido de casos y controles, la
infeccidn natural por rotavirus era asociada con cambios intestinales que pueden llevar
a Invaginacién intestinal; sin embargo, este estudio no consigné el papel del rotavirus
induciendo invaginacion intestinal. Actualmente la evidencia mas sugestiva que refuta
la asociacion entre la infeccidn del rotavirus humano e invaginacion intestinal, es la
ausencia de un aumento en la incidencia de invaginacion intestinal durante las

epidemias de rotavirus durante otofio-invierno. **°



En México se realizd un estudio multicéntrico con casos controles; para determinar si
la infeccion natural por rotavirus o la infeccion por otro enteropatdégeno se asocian a
invaginacion intestinal. Los casos eran nifios menores de 1 afio de vida hospitalizados
por invaginaciéon intestinal; no se aisldé rotavirus en ningun caso de invaginacion

intestinal.

Estudios recientes han permitido determinar que invaginacion intestinal ocurre en uno
de cada 1.000 a 2.000 nifios menores de 2 afios de edad por causas no precisadas.
Hasta el momento, no existen datos epidemioldgicos que permitan asociar la infeccion

natural por rotavirus con invaginacion intestinal %¢37

por lo que se ha sugerido que
sea el origen animal de la cepa vacunal - mono-simio-, la que pudiera estar
relacionada con este evento adverso® u otra posibilidad es que esta vacuna
compuesta por virus con proteinas propias de virus que infectan a simios y humanos,
hubiese despertado una respuesta intestinal anémala en un pequefio nimero de

lactantes predispuestos a desarrollar invaginacion intestinal (teoria del gatillo).

Este incidente cambid las estrategias de desarrollo y licencia de la vacuna de rotavirus
en el mundo. Ahora, se estan dirigiendo mayores esfuerzos para realizar las pruebas
de campo y registrar la vacuna en paises en desarrollo. Esto se debe a que el costo-

beneficio es muy diferente entre paises desarrollados y en desarrollo.

Los paises en desarrollo tienen una necesidad muy grande de la vacuna porque la
mortalidad por rotavirus es muy alta y, probablemente, el beneficio de su aplicacion
seria mayor que el riesgo de un evento adverso, tan serio como invaginacién intestinal
pero a la vez tan poco frecuente. Esto tiene que ver con la consecuencia del retiro del

mercado de la vacuna, en los EE.UU. y en el mundo.

Expertos en bioética cuestionan la suspension de la administracion de la vacuna
también en paises en desarrollo con alta mortalidad por rotavirus, como por ejemplo
Bangladesh o Sur Africa, debido a que los beneficios de la vacuna superarian con

creces sus efectos adversos.



IV. VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DEL ROTAVIRUS EN MEXI CO.

Las acciones de vigilancia epidemiologica se apoyan en el Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE). Dentro del marco legal del Sistema de Salud en
nuestro pais, contamos con la Norma Oficial Mexicana para la Vigilancia
Epidemiolégica (NOM-017-SSA2, 1999) que establece los padecimientos y riesgos
gue estan sujetos a notificacion e investigacion, los lineamientos y procedimientos de
operacion del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica, asi como los criterios
para la aplicacion de la vigilancia epidemiolégica. Esta norma es de observancia
obligatoria en todo el territorio nacional y su ejecucion involucra a los sectores publico,
social y privado que integran el Sistema Nacional de Salud. (SSA, 1997, SSA, 1999).
Para la vigilancia, la NOM-017-SSA2-1999, contempla como fuente de informacién a
todas las unidades del Sistema Nacional de Salud, asi como cualquier organismo,
dependencia o persona que tenga conocimiento de algin padecimiento, evento o

situacion sujetos a vigilancia epidemiolégica (SSA, 1999).

Para la correcta operacion de la vigilancia epidemiolégica, el SINAVE cuenta con los
siguientes Subsistemas: Informacién, laboratorio, vigilancia de la mortalidad,
subsistemas especiales de vigilancia epidemioldgica, vigilancia de situaciones

emergentes, asesoria y capacitacion, y supervision y evaluacion. (SSA, 1999)

Para efectos de la NOM-017-SSA2-1999, los elementos de la vigilancia son los
siguientes: casos de enfermedad, defunciones, factores de riesgo y factores de
proteccion (SSA, 1999). El componente de informacion inicia con la deteccion del
caso (sospechoso o0 probable) seguido del estudio epidemioldgico, hasta su
clasificacién final (confirmado, compatible o descartado) e incluye el seguimiento de

acuerdo a los lineamientos de los manuales de procedimientos correspondientes.

En el afilo 2000, se crea el Sistema Especial de Vigilancia Epidemioldgica de

Rotavirus, en el 2007 inicia el fortalecimiento de este sistema de vigilancia.

En el afio 2008, queda incluido en el formato de Informe semanal de casos nuevos de
enfermedades (SUIVE-1-2007) reportandose de la siguiente manera: Diarrea debida a

rotavirus, con epi clave 137.



Definiciones Operacionales

Para la vigilancia epidemiologica del rotavirus se han establecido definiciones
operacionales de lo que debe entenderse por caso de diarrea por rotavirus, ya sea
sospechoso probable o confirmado; dichas definiciones determinan la sensibilidad y
especificidad del sistema de vigilancia y deberén aplicarse invariablemente en todo el
pais.

Caso sospechoso: Todo nifio menor de cinco afios de edad, con cuadro de diarrea

de duraciéon menor de 14 dias.

Caso probable: Todo paciente que se presente como casos sospechosos que

ademas se acomparfie de vomito, fiebre y deshidratacion.

Caso confirmado: Caso que ademas de cumplir con el criterio de caso probable,
cuente con resultado positivo del estudio de muestra de heces, ya sea por rotaforesis,

aglutinacion en latex o Elisa.

Brote: La presencia de dos 0 mas casos confirmados relacionados

epidemiolégicamente entre si.**?



V. PERFIL EPIDEMIOLOGICO DE LA ENFERMEDAD DIARREICA AGUDA EN
MEXICO

En México las enfermedades diarreicas representan un problema de salud publica muy
importante. En el 2002 se reportaron 4593,479 casos de infecciones intestinales, de

los cuales el 33.3%, 1,528442 casos corresponden a menores de cinco afos.

Los nifios menores de cinco afios presentan entre dos y cuatro episodios diarreicos
por afio, es decir las enfermedades diarreicas generan el 20.8% de la demanda de

consulta en los servicios de salud y el 10%de las hospitalizaciones pediatricas.

Grafica 1
Incidencia por Enfermedad Diarreica Aguda,
Estados Unidos Mexicanos 1990-2007
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La grafica anterior esquematiza la incidencia de la enfermedad diarreica por
microorganismos y las mal definidas de 1990 al 2007 en todas las edades, observando
un incremento de casos desde 1997, y con la inclusion de la vacuna contra rotavirus

en mayo de 2006, se observa una ligera disminucion de los casos reportados.



Gréfica 2
Casos de Enfermedad Diarreica Aguda por grupo de ed  ad,

Estados Unidos Mexicanos 1990-2007.
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Al desglosar los casos de ésta entidad nosologica por grupo de edad, se observa que
el grupo de edad mas afectado es el de 25 a 44 afos, seguido del grupo de edad de 1

a 4 anos.



Gréfica 3
Tasa de incidencia de Enfermedad Diarreica Aguda po  r Entidad Federativa

Estados Unidos Mexicanos, 2007
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La presente grafica nos muestra la tasa de incidencia por 100, 000 habitantes
observando que Durango, Nayarit y Aguascalientes presentan las tasas de incidencia
mas altas con 7517.16, 7195.59 y 6175.50 por cada 100, 000 habitantes
respectivamente. Se observa ademas que 8 entidades federativas registran la tasa de

incidencia por debajo de la nacional.



Gréfica 4
Mortalidad por Enfermedad Diarreica Aguda,
Estados Unidos Mexicanos 1990-2007
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La grafica anterior nos muestra la mortalidad por enfermedad diarreica aguda en
México de 1990 a 2007, observando una disminucién significativa de las defunciones
por ésta causa. Y a partir de la introduccion de la vacuna antirrotavirus humana

monovalente en mayo de 2006 se observa una ligera disminucion.



Gréafica 5
Incidencia por Enfermedad Diarreica Aguda en menore s de un afo,
Estados Unidos Mexicanos 1990-2007.
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La siguiente grafica muestra la incidencia por enfermedad diarreica en menores de 1
afio, observando un aumento en el nimero de casos para 1997, manteniéndose

uniforme hasta el afio 2003, donde se observa una disminucion de los casos.



Gréfica 6
Tasa de incidencia de Enfermedad Diarreica Aguda en menores de un afio,

Estados Unidos Mexicanos, 2007.
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La presente grafica nos muestra la tasa de incidencia en nifios menores de un afio por
entidad federativa, donde 18 estados estan por arriba de la tasa de incidencia
nacional, siendo los estados de Aguascalientes, Nayarit y Sinaloa los que presentan
las tasas mas altas. Por el contrario los estados de Baja California, Puebla y Veracruz

presentan las tasas mas bajas.



Gréfica No 7

Mortalidad por Enfermedad Diarreica Aguda en menor  es de un afio,

Estados Unidos Mexicanos, 1990-2007.
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La siguiente grafica muestra la disminucion de la mortalidad por ésta causa en

menores de un afio, manteniéndose de manera uniforme desde el afio 2001.



Gréfica No 8
Tasa de mortalidad de Enfermedad Diarreica Aguda en menores de un afio,

Estados Unidos Mexicanos, 2007
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La siguiente gréfica nos muestra la tasa de mortalidad por entidad federativa en nifios
menores de un afio, donde la tasa nacional es de 5.15 por 1000 habitantes menores
de un afo, teniendo al estado de Chiapas con la tasa de mortalidad mas alta con 11.1
por cada 1000 habitantes menores de 1 afio. Por el contrario el estado de Durango

presenta la tasa mas baja con 1.06 por cada 1000 habitantes menores de 1 afio.



Grafica No 9

Incidencia por Enfermedad Diarreica Aguda en nifios de 1 a 4 afos,

Estados Unidos Mexicanos, 2007.
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Ahora, analizando el grupo de edad de 1 a 4 afios, observamos un aumento en el
namero de casos desde el afio de 1996, registrando un maximo de casos en el afio
2005. Para el afio 2006 y 2007 se observa una disminucion en el nimero de casos.



Grafica 10.
Tasa de incidencia por Enfermedad Diarreica Agudae n menores de 1 a 4 afos,

Estados Unidos Mexicanos, 2007.
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Desglosando por cada entidad federativa, observamos que 20 estados estan por arriba
de la tasa de incidencia nacional, siendo el estado de Durango con la tasa mas alta al

registrar una incidencia de 23,208 por cada 100, 000 habitantes de ese grupo de edad.



Grafica No 12
Tasa de mortalidad por Enfermedad Diarreica Aguda e n nifios de 1 a 4 afios,

Estados Unidos Mexicanos 2007
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Al analizar la tasa de mortalidad por enfermedad diarreica en nifios de 1 a 4 afios,
observamos que el estado de Chiapas registra la tasa mas alta con 11.1 por cada 100,
000 nifios de 1 a 4 afos, seguido del estado de Puebla con 9.55 y el estado de México
con 8.71 por cada 100, 000 habitantes para este grupo de edad. Por el contrario, el
estado de Durango registra la tasa de mortalidad mas baja al registrar una tasa de
1.06 por cada 100, 000 habitantes de 1 a 4 afios.



Gréfica No 11
Mortalidad por Enfermedad Diarreica aguda en nifios de 1 a 4 afios,

Estados Unidos Mexicanos 1990-2007.
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En relacion a la mortalidad en nifios de 1 a 4 afios de edad, observamos una
disminucién de las defunciones registradas, siendo el afio 2007 donde se registraron

menos defunciones.



VI. Planteamiento del problema

En una perspectiva mundial, rotavirus es el principal agente etioldgico de
gastroenteritis y deshidratacién grave en nifios menores de dos afos de edad. Este
virus infecta practicamente a todos los nifios en los primeros cinco afios de vida,
estimandose que 600.000 de ellos mueren cada afio por esta causa, principalmente en
paises en vias de desarrollo. En naciones industrializadas, esta enfermedad es causa

de numerosas consultas y hospitalizaciones con un alto costo sanitario y social.

Basado en parte sobre la enorme carga de la enfermedad y asociada a los costos, en
agosto de 1998, fue aceptada en los Estados Unidos la vacuna oral tetravalente
rhesus contra rotavirus, de buena eficacia (RRV-TV, Rotashield® Wyeth Lederle
Vaccines, U.S.A.) y en marzo de 1999 fue recomendada para el uso rutinario en nifios
sanos. Sin embargo, en octubre de 1999, la vacuna fue retirada debido a una
asociacion de invaginacion intestinal de aproximadamente 1 de cada 10.000

vacunados identificada después de su aplicacion.’

En 2006, se autorizaron dos nuevas vacunas vivas atenuadas orales contra rotavirus:
la vacuna antirrotavirica humana monovalente (RotarixTM) y la vacuna antirrotavirica
reagrupada bovino-humana pentavalente (RotaTeqTM). Ambas vacunas han
presentado muy buenos perfiles de seguridad y eficacia en estudios clinicos a gran
escala llevados a cabo en paises occidentales industrializados y América Latina. Tras
un seguimiento riguroso no se ha observado un aumento del riesgo de invaginacion

intestinal en los grupos tratados con una u otra vacuna.

La vigilancia y el seguimiento de los casos de infeccidén por rotavirus, son esenciales
para evaluar las necesidades de vacunacién y su efecto en la reduccion de la carga de
morbilidad. Como las vacunas antirrotavirus estan incluidas en los programas de
vacunacion, es una alta prioridad llevar a cabo una amplia vigilancia de seguridad
poscomercializacién para detectar una posible invaginacion intestinal asociada a la

vacuna en el grupo de edad afectado.



El presente trabajo se realizo con fa finalidad de responder a la siguiente pregunta de
investigacion:

¢Existe asociacion entre fa aplicacion de la vacuna anti-rotavirus humana
monovalente e invaginacion intestinal en niflos menores de un ano en tres

Hospitales Pediatricos de la ciudad de México durante el periodo agosto 2007-
jutio 2008?

66



VII. Justificaciéon

La persistencia en la infancia de una alta morbilidad por rotavirus, tanto en paises
industrializados como en paises en desarrollo e independientemente de la mejoria en
las condiciones higiénicas y sanitarias y del uso generalizado de las soluciones de
rehidratacion oral, hace que la vacunacion sea considerada como la Unica estrategia

con posibilidad de impacto sobre la prevencién de la enfermedad.

La vacunacion de los nifios menores de 5 afios protegeria personas en riesgo,
disminuyendo repercusiones significativas en la epidemiologia de la enfermedad. El

desarrollo de una vacuna segura y eficaz, es por tanto una cuestion prioritaria.
El control de la seguridad de esta vacuna permitird una evaluaciéon mas definitiva de la
seguridad de las vacunas contra el rotavirus, esta es una cuestion fundamental para el

éxito de un programa de vacunacién por rotavirus regional y mundial.

Este es el primer proyecto de vigilancia de la seguridad en América Latina después de

la concesion de licencias.
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VIIl. Objetivos

7.1 Objetivo general

» Determinar si existe asociacion entre la aplicacion de la vacuna anti-rotavirus
humana monovalente e invaginacion intestinal en nifios menores de un afio en
tres Hospitales Pediatricos de la ciudad de México durante el periodo agosto
2007-julio 2008

7.2 Objetivos especificos

« Determinar si existe un aumento en el riesgo de presentar invaginacion
intestinal dentro de 1 a 7 dias posterior a la aplicacién de la vacuna oral anti-
rotavirus humana monovalente en menores de un afio. en tres Hospitales
Pediatricos de la ciudad de México durante el periodo agosto 2007-julio 2008

« Determinar se existe aumento en el riesgo de invaginaciéon intestinal 1 a 21
dias posterior a la aplicacion de la vacuna oral anti-rotavirus humana
monovalente en menores de un afio en tres Hospitales Pediatricos de la ciudad

de México durante el periodo agosto 2007-julio 2008.
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IX. Hipotesis

La aplicacion de la vacuna anti-rotavirus humana monovalente no esta asociada a la
presencia de invaginacion intestinal en menores de un afio vacunados con este

biolbgico.
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X. Metodologia

Tipo y disefio de estudio

Se realiz6 un estudio multicéntrico observacional, analitico de casos y controles para
determinar la asociacion entre la aplicacion de la vacuna anti-rotavirus humana

monovalente en menores de un afio e invaginacion intestinal.

Este estudio se siguié de cerca los casos de invaginacion intestinal, mediante el
establecimiento de una revision retrospectiva de expedientes del periodo 2006-2007
de los hospitales participantes para identificar los casos de invaginacién intestinal en
menores de una afio y su relacion con el estado vacunal, luego se establecié un
programa de vigilancia activa para identificar casos de invaginacién intestinal y su
relacién con el estado vacunal de nifios menores de un afo, esta incluyo revision de
los registros, visita diaria a las salas de emergencia pediatrica para identificar a los
nifilos con invaginacion que fueron admitidos al hospital. También se obtuvieron
controles vecinales libres de enfermedad asi como su estado de vacunacion. La
vigilancia de los datos se analizaron mediante el uso del método: casos control para
determinar si la vacunacion por rotavirus se asocia con un aumento del riesgo de

invaginacion intestinal.

Para la identificacién de casos y controles se siguieron los siguientes pasos:

1. Vigilancia activa para identificar a los nifios menores de un afio con
invaginacion intestinal que fueron admitidos al hospital.

2. Una vez identificado el caso, se contact6 al padre o tutor del nifio en el hospital,
si el nifo continuaba hospitalizado, o en el hogar del nifio, si este fue dado de
alta.

Se explicd el programa de evaluacion a los padres o tutores, se presenté el
formato de enrolamiento para casos potenciales (Anexo 1). Se completé un
formulario de casos (Anexo 4), incluyendo la informacion sobre estado de
vacunacion, la aparicién de la enfermedad, gravedad del caso y los posibles

factores de riesgo.



3. Si el nifio sélo recibi6 la primera dosis de vacuna oral de rotavirus, se realizara
una visita de seguimiento al hogar del nifio a los 6 meses de edad para obtener
una actualizacion de su registro de vacunacién. Esto se hizo con el fin de
evaluar la informacion acerca de la segunda dosis de vacunacion.

4. Controles (vecindarios): Se realiz0 la visita al vecindario del caso para registrar
a un maximo de cuatro controles pareados por caso registrado durante la
semana anterior. Se selecciond al primer nifio nacido + 30 dias a partir la fecha
de nacimiento del paciente. Se procedi6 al llenado del formato de reporte de

control. (Anexo 5).

Proceso de Consentimiento

Se proporciond a los padres informacion acerca de los antecedentes basicos de la
evaluacion del estudio y se realizé el examen del documento de consentimiento
informado con ellos (anexos 6-7). El documento fué leido en voz alta a los padres o
tutores y se les pedié que proporcionen la documentacion escrita del consentimiento

informado.

Definicién de universo

Criterio de seleccién de hospitales participantes: Hospital General, Pediatrico o de
Alta Especialidad, que haya registrado el mayor nimero de casos de invaginacion

intestinal en el periodo 2006 a 2007 en nifios menores de 1 afio de edad.

De acuerdo a este criterio, los Hospitales seleccionados para el estudio fueron:
» Hospital Pediatrico de Moctezuma
+ Instituto Nacional de Pediatria

» Hospital Infantil de México “Federico Gémez”



Definicién de caso

Se ha demostrado que el 85% de todos los casos de invaginacion retnen los criterios

del Nivel 1 de la Colaboracion Brighton (es decir, casos "definitivos").

Nivel 1 de evidencia o caso "definitivo"
» Demostracion de la invaginacion del intestino en cirugia (en ausencia de otra causa
primaria como volvulo o estenosis pilorica)

« Demostracién de la invaginacion del intestino por aire o liquido de contraste enema.

« Demostracion de una masa intra-abdominal por ultrasonido abdominal con criterios
especificos, que estd demostrado y se reduce por enema hidrostatico en ultrasonido.

« Demostracién de la invaginacion intestinal en la autopsia.

Criterios de inclusion: caso
Fueron seleccionados los casos que cumplieron los siguientes requisitos:
1. Definicion de casos de invaginacion utilizando los criterios de Nivel 1 Brighton.

2.6 a 35 semanas de edad.

Criterios de exclusion: caso

1. Incapacidad para contactar con los padres o persona responsable de su cuidado
para obtener el consentimiento informado.

2. Edad mayor a 35 semanas
Criterios de inclusién: control

Fueron seleccionados los controles que cumplieron los siguientes requisitos:

1. Nacer dentro de los +30 dias de la fecha de nacimiento del paciente caso.
2. Los nifios que viven en el mismo vecindario, del caso-paciente, durante al menos un

mes antes del ingreso hospitalario del paciente con invaginacion intestinal.



Criterios de exclusion: control

1. La incapacidad para contactar con los padres o persona responsable de su cuidado.

2. Nifio vive en la misma casa, del caso.

Diseflo muestral
En el marco muestral se incluyeron los siguientes Hospitales Pediatricos: Instituto
Nacional de Pediatria, Hospital Infantil de México y Hospital Infantil Moctezuma. La
muestra fue por conveniencia dado que los hospitales seleccionados ofrecen mayor
probabilidad de detectar casos de invaginacion intestinal en menores de un afio.
Los célculos del tamafio de muestra propuestos para el proyecto, se realizaron
mediante el método de proporcién de probabilidad. Los célculos se realizaron usando
suposiciones conservadoras y se basaron en el esquema de administracion de vacuna
Rotarix.

» Lalongitud de la ventana de riesgo postvacunacion para todas las dosis por

sujeto se consider6 de 14 dias (7 dias para cada dosis).

e Las suposiciones se basaron en las recomendaciones de dos dosis para la
vacuna Rotarix con esquema a los 2 y 4 meses de edad con maxima edad
de administracion a los 6 meses.

e Se supuso una tasa de cobertura de la vacuna del 42%, sin embargo,
parece ser un estimado conservador que incrementara durante el
progreso del monitoreo.

Se estim6 una muestra de 36 casos para identificar una razon de momios de 3 con un
poder estadistico de 80% y una probabilidad de error tipo | de 5% o menor. Estos
célculos asumen una cobertura de vacunacion de 42%, una prueba de hipétesis a una

cola. Se identificaran cuatro controles por caso, obteniendo un total de 144 controles.



Definicion de variables

1. Variable independiente: Antecedente vacunal con la vacuna antirrotavirus
humana monovalente.

2. Variable dependiente: Invaginacién intestinal confirmada (Definicion
Colaboracion Brighton).

Operacionalizacion de variables

Antecedente vacunal con la

. . Cualitativa si
vacuna anti-rotavirus humana Vacuna monovalente de virus vivos Nominal N
atenuados de Rotavirus Dicotémica o

monovalente

L . Cualitativa Si
Invaginacion intestinal Invaginacion intestinal confirmada Nominal No
Dicotémica

Género Caracteristicas del sexo del Cﬁgmﬁglla Femenino
caso Dicotémica Masculino
Edad Numero de meses del Cuantitativa Menores de un
individuo caso Discreta afio
. ~ . 01-08-07
Fecha del reporte Dia, mes y afio en el que se Cuantitativa
notificé el caso Discreta 31-07-08
INP
itati HIM
) o Hospitales seleccionados para Cualltgtlvla .
Hospitales Pediatricos la bisqueda de casos de Pﬁﬁgmﬁza Hospital
invaginacion intestinal Pediatrico
“Moctezuma”




Analisis Estadistico

Se calculd la razén de momios (RM) para cuantificar la asociacién de la vacuna
monovalente humana anti-rotavirus con invaginacién intestinal y se evalud la
probabilidad de que dicho valor esté determinado por el azar a través de intervalos de
confianza de 95% vy a través de prueba de hipotesis de Ji de Mantel y Haenszel con
probabilidad de error tipo | menor a 5%. Para determinar si la clasificacién de los
menores en subgrupos en funcion de otras variables que pueden modificar el riesgo de
invaginacion intestinal, se calculard por separado la RM para cada uno de esos
subgrupos (por edad, sexo, numero de dosis de vacuna antirrotavirus, vacunacion con

vacuna de poliovirus oral y tiempo de administracion de VPO).

Se construird un modelo de regresion logistica para estimar la RM de la vacunacion

para invaginacion durante 1-7 dias y de 1 a 21 dias después de la vacunacion.

Para el andlisis se utilizé el programa estadistico SPSS V12.

Xl. Consideraciones éticas

Se obtuvo la informacion requerida para el presente trabajo del padre o tutor de los
casos, a los cuales se facilité informacién sobre el estudio tanto verbalmente como por

escrito.

Se solicitd el consentimiento firmado para la participacién en el proyecto. Toda la

informacion obtenida fue manejada en forma confidencial solo para fines del estudio.



Xll. Resultados

Desde el 1° de Agosto de 2007 al 30 de Julio de 2008 se han identificado 124 casos
de invaginacion intestinal de los cuales 75 (60,4 %) corresponden al género masculino
y 49 (39,5 %) al género femenino.

Fueron recolectados 96 controles, de los cudles 49 (47,9%) corresponden al género
masculino y 47 (48,9) % al género femenino. (Cuadro 5).

La muestra obtenida hasta el presente andlisis nos permitio realizar 24 pareamientos

con cuatro controles por cada caso.

Tabla b

Distribucién de casos de y controles de acuerdo a g énero

CAS0S b1 CONTROLES % TOTAL
HOMBRE (] 60.48 49 51.04 124
MUJERES 49 39.52 47 48.96 80
TOTAL 124 100.00 a6 100.00 204
Gréfica 13
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UNMIDAD NOTIFICANTE

En la grafica anterior observamos que el Hospital Infantil Moctezuma fue el que reporto
el mayor numero de casos 45,9 % (57), seguido por el Instituto Nacional de Pediatria
16,12 % (20) y el Hospital Infantil de México con 15,3% (19) durante el periodo 2005-
2008.
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Tabla 6.

Distribucién de casos de invaginacion intestinal de acuerdo a la forma de identificacion
REVISION VIGILANCIA
RETROSPECTIVA i EPIDEMIOLOGICA n TOTAL

IDENTIFICACION

DE CASOS 99 79.8 26 21 124

Fueron identificados 99 (79,8%) casos de invaginacion intestinal a través de revision

retrospectiva y 26 (21%) a través de vigilancia epidemiolégica activa.

Tabla 7.
Distribucién de acuerdo a criterios de definicion de caso de la Colaboracién Brighton
CASOS %

INVAGINACION ] 94 75.81
INTESTINAL EN LA CIRUGIA
INVAGINACION 26 20.97
INTESTINAL POR ENEMA CONTRASTADO
MASA INTRAABDOMINAL POR 4 .23
ULTRASONIDO ABDOMINAL '

TOTAL 124 100

De acuerdo a los criterios de definicion de caso se demostrd invaginacion intestinal en
la cirugia en 94 (75,8%) casos, 26 (20,97%) casos por enema contrastado de aire y 4
casos (3,23%) a través de la demostracion de masa intraabdominal por el ultrasonido

abdominal.

Tabla 8

Casos de invaginacion intestinal en los que se req  uiri6 como tratamiento cirugia

CASOS DE INVAGINACION INTESTINAL DONDE SE REQUIRIO
CIRUGIA % RESECCION INTESTINAL %

an 72.58 15 16.67

De los 124 casos estudiados 90 (72,52%) requirio cirugia y en el 15% de ellos se

realiz6 reseccion intestinal.
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Tabla. 9

Distribucién de casos de acuerdo a la edad de inici 0
CASODS MEDIA MAXINO MININMO

EDAD DE INICID 5,27 7.97 0,16
{MESES)

La media de edad de inicio de los casos de invaginacion intestinal fue de 5,27 meses

con un maximo de 7,97 meses y un minimo de 0.16 dias.

Estado Vacunal con biolégicos orales antirrotavirus

Tabla 10

y antipoliomielitis

ESTADO VACUNAL. NOMERO DE MENORES CON DOSIS
APLICADAS
DOSIS CAS0S ki CONTROLES ki
ROTAVIRUS 1 46 3710 a7 90.63
ROTAVIRUS 2 24 19.35 70 72.92
OoPvV O 1 0.81 78 81.25
oPv1 27 21.77 62 64.58
opv 2 25 20.16 35 36.46
OoPv 3 15 1210 3 313

El 37% (46) de los casos recibid la primera dosis de vacuna antirrotavirus humana

monovalente y el 19,35% (24) recibio la segunda dosis.

El 90,6% de los controles recibié la primera dosis de vacuna antirrotavirus humana

monovalente y el 72,92% recibi6é la segunda dosis observando un incremento de la

cobertura de vacunacion.

78



Tabla 11
Casos y controles con menos de 7 y 21 dias de serv  acunados con alguna dosis de

vacuna antirrotavirus

CASDS % CONTROLES ]

ROTAVIRUS DOSIS 1 6 4.84 1 1.04
=7 DIAS POSTVACUNADO

ROTAVIRUS DOSIS 1 11 g a7 3 313
< 21 DIAS POSTVACUANDO

ROTAVIRUS DOSIS 2 3 247 5 591
= 7 DIAS POSTVACUNADO

ROTAVIRUS DOSIS 2 10 8.06 12 12.50
= 21 DIAS POSTVACUNADO

Respecto a la primer dosis de vacuna antirrotavirus humana monovalente, el 4.84% (6)
de los casos de invaginacién intestinal confirmada iniciaron la patologia dentro de los
siete dias posteriores y 8.87% (11) de los casos de invaginacion intestinal confirmada

iniciaron la patologia dentro de los 21 dias post-vacunacion.

Con relacion a la segunda dosis de vacuna antirrotavirus humana monovalente el
2.42% (3) de los casos de invaginacion intestinal confirmada iniciaron la patologia
dentro los siete dias posteriores y el 8.06% (10) casos iniciaron la patologia dentro del

periodo de 21 dias después de recibir dicha vacuna.

Respecto a la primera dosis de vacuna antirrotavirus humana monovalente el 1% (1)
de los controles se encontraron en la ventana de riesgo hipotética de 7 dias y el 3.13%
(3) de los controles en la ventana de riesgo hipotética de 21 dias cuando sus casos

correspondientes iniciaron el padecimiento.

Con relacion a la segunda dosis de vacuna antirrotavirus humana monovalente, el 5 %
(5) de los controles se encontraron en la ventana de riesgo hipotética de 7 dias y el
13% (12) de los controles en la ventana de riesgo hipotética de 21 dias cuando sus

casos correspondientes iniciaron la sintomatologia.
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Tabla 12
Estimaciones de riesgo de desarrollo de invaginacio n intestinal por vacunacién con

rotavirus

R
Vigilancia a los 7 dias 275
Vigilancia a los 7 dias v 1ra. Dosis — — — — —
Vidilancia a los 7 dias y 2da. Dosis 020 0.09 3.34 0149 076
ﬂgilancia alog 21 dias 1.63 01z 010 26.65 073
Vigilancia alos 21 dias vy 1ra. Qnsia g.ET .31 .09 23.08 .53
Vigilancia a los 21 dias v 2da. Dosis .40 0.04 2473 0.33 0.84

El riesgo de que un menor presente invaginacion intestinal en el periodo de ventana de
7 dias es de 2.75 veces que aquellos que no la recibieron, sin embargo esto no es

estadisticamente significativo debido a que se tiene un IC 95% de 0.25-30.72; p =0.41.

El riesgo de presentar invaginacion intestinal en el periodo de ventana de 21 dias es

de 1.63 veces que aquellos que no recibieron la vacuna, IC 95% 0.10-26.65;p=0.41.

No se pudo realizar el calculo para la ventana de riesgo menor a 7 dias con la primera

dosis de la vacuna.

El riesgo de que un menor presente la patologia en el periodo de ventana de 21 dias
después de haber recibido la primera dosis es de 2.67 veces que aquellos que no
recibieron la vacuna con un IC 95% de 83.08-0.58; p=0.58.

Con relacion a la segunda dosis de vacuna antirrotavirus humana monovalente en el
periodo de ventana inferior a 7 dias el riesgo de que un menor padezca invaginacion
intestinal es de 0.80 con un IC al 95% entre 3.34-0.19; p=0.76.

El riesgo de que un menor presente invaginacion intestinal en el periodo de ventana de
21 dias después de la aplicacién de la segunda dosis es de 0.90 con un IC al 95%
entre 2.43-0.33; p=0.84.

No se construy0 la regresion logistica debido a que no hubo significancia estadistica.

Cabe mencionar que el poder del estudio con este analisis preliminar es de 0.042
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Xlll. Discusion

El camino de desarrollo de vacunas antirrotavirus ha sido largo y tortuoso. Los
esfuerzos han dado resultado y el mundo tiene hoy dos nuevas vacunas avaladas por
estudios sdlidos de gran envergadura. Tanto Rotateq® como Rotarix® han
demostrado ser seguras y conferir proteccion significativa contra los serotipos de

rotavirus de mayor prevalencia en el mundo.*®

En el estudio realizado no se encontré una asociacion estadisticamente significativa
entre la aplicacion de la vacuna antirrotavirus humana monovalente e invaginacion
intestinal en las ventana de riesgo < de 7 y 21 dias posteriores a la administracion de

ninguna de las dos dosis.

Los resultados coinciden con los estudios de Fase Il que demostraron igual riesgo de
invaginacion intestinal entre vacunados y nifios que recibieron placebo (3 casos en
9.670 dosis de vacuna y un caso en 3.600 dosis de placebo para una incidencia de

0,06% en ambos grupos).

El estudio de Fase Ill con mas de 63.000 nifios enrolados se realizé en 11 paises
latinoamericanos y en Finlandia durante el afio 2003 y 2004, con el objetivo primario

de determinar la seguridad de la vacuna.

Los casos de invaginacion intestinal ocurridos hasta los 6 meses de edad fueron
16/31.673 receptores de placebo y de 9/31.552 vacunados para un riesgo relativo de
0,56 (95%CI: 0,25; 1,24). Durante la ventana de 30 dias después de las dosis 1y 2
ocurrieron 7 casos en el grupo placebo y 6 en nifios vacunados. Se demostré asi en

forma concluyente que Rotarix® no se asocia con invaginacion intestinal.

Los resultados coinciden con el ensayo clinico de seguridad a gran escala realizado en
Latinoamérica y Finlandia, en el que se incluyeron 63225 sujetos. Este estudio puso en
evidencia que no existia aumento del riesgo de invaginacion intestinal en el grupo

vacunado con Rotarix cuando se comparé con el grupo placebo'®
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XIV. Conclusiones:

Con los resultados preliminares del estudio podemos decir que la vacuna antirrotavirus
humana monovalente demostré ser segura con respecto al riesgo de invaginacion

intestinal.

Respecto a la ausencia de aumento de riesgo de invaginacion puede estar en relacion
con la menor edad a la que se han administrado estas vacunas respecto a

Rotashield® y en el caso de Rotarix® con ser ésta una cepa de rotavirus humano.

El impacto potencial de estas vacunas en la disminucion de la morbimortalidad infantil

es claro y significativo, especialmente en los paises mas pobres del mundo.

La introduccion de estas vacunas debera acompafarse de sistemas de vigilancia
centinela tanto para monitorizar la incidencia de invaginacion intestinal u otros efectos
adversos y su impacto en la disminucion de enfermedad y en la dinamica de
circulacién de serotipos por la posible emergencia de nuevas cepas. Este requisito,
necesario para toda nueva vacuna en un mundo moderno, permitira responder en
forma oportuna a cualquier evento no esperado asi como a cambios epidemioldgicos 6
virologicos hoy no vislumbrados, que pudieran requerir a futuro de modificaciones de

las vacunas o de los esquemas de vacunacion.
La disponibilidad de estas vacunas hace que la gastroenteritis por rotavirus pueda ser

considerada como la enfermedad prevenible por vacunacién mas frecuente entre los

nifnos.
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XV. Recomendaciones:

La principal finalidad de los programas de vacunacion contra rotavirus es la prevencion

de la mortalidad y las afecciones graves provocadas por estos virus.

Las vacunas actuales frente a Rotavirus RotarixTM y RotaTeqTM han mostrado una
eficacia cercana al 100% frente a las gastroenteritis graves por Rotavirus y del 80%
frente a cualquier forma de este tipo de gastroenteritis (graves y leves) y sus efectos

adversos no han sido mas frecuentes que los grupos placebo.

La supuesta relacién de una vacuna frente a Rotavirus comercializada en 1998 en
EEUU con la invaginacion intestinal ha sido totalmente descartada en las dos nuevas

vacunas que existen en la actualidad.

Reforzar la vigilancia y el seguimiento de los casos de infeccién por rotavirus,
preferiblemente mediante centros de vigilancia “centinela”, son esenciales para evaluar

las necesidades de vacunacion y su efecto en la reduccion de la carga de morbilidad.

Se recomienda que las vacunas antirrotaviricas se introduzcan en asociacién con una
vigilancia poscomercializacion nacional rigurosa. La realizacion de estudios bien
disefiados de seguridad poscomercializacion de las nuevas vacunas antirrotaviricas en
lugares cuidadosamente seleccionados sera esencial para evaluar cualquier posible
asociacion de estas vacunas con problemas de invaginacion intestinal en el grupo de

edad afectado.

Independientemente del plan de aplicacién de la vacunacidn contra rotavirus, una
estrategia coordinada de prevencion y tratamiento de las enfermedades diarreicas
infantiles obligard a mejorar las condiciones de higiene y saneamiento, asi como a
sensibilizar sobre las terapias de rehidratacion oral, la administracién de suplementos

de zinc y otros tratamientos eficaces y posibilitar el acceso a los mismos.
Dada la tasa basal de invaginacion intestinal espontanea y el gran numero de nifios

incluidos en los programas nacionales de vacunacion, cabe prever que se presenten

casos esponténeos de invaginacion intestinal tras la vacunacion contra rotavirus.
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No obstante, y puesto que la invaginacion intestinal espontanea no afecta a los nifios
menores de 12 semanas, se recomienda continuar con las recomendaciones

internacionales para la aplicacién de estas vacunas:

La vacuna RotarixTM se administra en 2 dosis orales a lactantes de 2 a 4 meses
aproximadamente. La primera dosis puede administrarse ya a las 6 semanas de edad
y no debe posponerse mas all4 de las 12 semanas. El intervalo entre ambas dosis
debe ser de al menos 4 semanas. La administracion de las dos dosis ha de realizarse

antes de las 16 semanas de edad y nunca después de las 24 semanas.

En cuanto a RotaTeqTM, la pauta recomendada es de 3 dosis orales a los 2, 4y 6
meses de edad. La primera dosis ha de administrarse entre las 6-12 semanas de edad
y las siguientes a intervalos de 4-10 semanas. No debe iniciarse la vacunacién en
lactantes mayores de 12 semanas. Las 3 dosis deberdn administrarse antes de las 32

semanas de edad.

El riesgo de invaginacién intestinal es potencialmente mayor cuando la primera dosis
de estas vacunas se administra a lactantes mayores de 12 semanas; por ello, las
actuales vacunas antirrotaviricas no deben utilizarse en las campafias de vacunacién
de puesta al dia, en las que puede ser dificil determinar la edad exacta de los nifios
por vacunar y se corre el riesgo de administrar por error una primera dosis a nifios de

mas de 12 semanas.
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XVII. ANEXOS
Anexo 1
Formato para enrolamiento de CASOS POTENCIALES
Monitoreo post-comercializacién de la seguridad de la vacuna contra rotavirus (México)

Leer el siguiente parrafo a los casos potenciales: Nos gustaria comentarle acerca de un proyecto
de investigacion para estudiar la seguridad de una nueva vacuna. En 2006, México comenzo a
usar una vacuna para prevenir la infeccién por un germen llamado rotavirus. Esta vacuna ha
probado ser segura en grandes estudios incluyendo México. No obstante, desde que la vacuna
se usa en México, la seguimos monitoreando estrechamente en busca de efectos adversos
potenciales. Estamos tratando con menores que han padecido invaginacion intestinal y con
menores que no han padecido dicha enfermedad. Estamos tratando también con los padres de
los menores para ver si sus hijos han recibido la nueva vacuna. Antes de que veamos mas
detalles del estudio y hagamos mas preguntas, necesitamos hacerle tres preguntas para ver si
su nifio cumple con los criterios para el estudio.

1. Criterios de Inclusion  (Por favor lea todas las preguntas hasta alcanzar “DETENERSE” o
“INCLUIR™)

1.1 ¢El(la) menor tiene = 6 y < 24 semanas de edad?
O sl
O NO, DETENERSE

1.2 (El(la) menor cumple cualquiera de los siguientes criterios “DEFINITIVOS” de
invaginacion intestinal?

___Demostracion de invaginacion intestinal en cirugia (en ausencia de otra causa primaria cofno
volvulus o estenosis pilorica); O

_____Demostracion de invaginacion intestinal por enema de contraste liquido o aire; O

___ Demostracion de masa intraabdominal por ultrasonido abdominal con criterios especifiqos,
esto es, prueba de ser reducido por edema hidrostdtico en ultrasonido postreduccion; O

_____Demostracion de invaginacion intestinal en autopsia

O sl Pase a la PREGUNTA 2
O NO, DETENERSE, El(la) menor no cumple con los criterios definitivos para
invaginacion intestinal.

2. Criterios de Exclusion  (excluir si el participante responde si a cualquiera de las preguntas en
la seccion 2)

2.1 ¢Elpadre o tutor esta disponible y considera el ingreso al estudio?
O SI, INCLUIR—Por favor asigne nimero ID (Anexo 3) e ingr  ese al paciente.
O NO, ESPECIFIQUE LA RAZON: y DETE NERSE.

A completar por el entrevistador:
Participacion en el estudio:  1[_] Aceptada 2[ ] Rechazada
Sirechazada, ¢,cual fue la razén?

1[ ] Notiene tiempo  2[ ] No estéa interesado(a) 3[ ] Temor de ingresar 4[ | Sin
razéon 5. Otra razon:



Anexo 2

Formato para enrolamiento de CONTROLES VECINALES
Monitoreo post-comercializacion de la seguridad de la vacuna contra rotavirus (México)

PARA LOS CONTROLES VECINALES, LEER LO SIGUIENTE: Nos gustaria comentarle acerca
de un proyecto para estudiar una vacuna introducida al programa de vacunacién en México. En
2006, México comenzé a usar una vacuna para prevenir la infeccién con un germen llamado
rotavirus. Estamos tratando con los padres de menores para ver si sus hijos han recibido la
nueva vacuna. Antes de que veamos mas detalles del estudio y hagamos mas preguntas, es
necesario hacerle tres preguntas para ver si su nifio cumple los criterios par el estudio.

1. Criterios de inclusion  (Por favor lea todas las preguntas hasta alcanzar “DETENERSE” | “INCLUIR")

1.1 ¢El(la) menor tiene = 6 y < 24 semanas de edad?
O sl
O NO, DETENERSE

1.2 ¢El(la) menor naci6 + 30 dias de la fecha de nacimiento del caso pareado?
o sl
O NO, DETENERSE

1.3 ¢ El(la) menor ha vivido en este vecindario/colonia en las 4 semanas pasadas?
o sl
O NO, DETENERSE

2. Criterios de exclusion (excluir si el participante responde si a cualquier pregunta de la seccién 2)
2.1 ¢El padre o tutor esta disponible y considera el ingreso al estudio?

O SI, INCLUIR—Por favor asigne nimero ID (Anexo 3) y enro  le al menor.
O NO, ESPECIFIQUE LA RAZON: y DETE NERSE.

Completar por el entrevistador:
Participacion en el estudio: 1 [ ] Aceptada 2 [ ] Rechazada
Sirechazada, ¢cual fue la razén?

1[ ]Notiene tiempo 2 [ ] No esta interesado(a) 3[ ] Temor de ingresar
4[] Sinrazoén 5. Otra razon:




&
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Anexo 3
Formato para el registro de todos los CASOS poten  ciales de invaginacion intestinal y CONTROLES
ID - caso Nombre Fecha de Direccién y teléfono Fecha de Antes de la Fecha en la que ID de los
nacimiento visita al primera el(la) menor controles (si se
Hospital entrevista, cumple 6 meses confirmd el caso)
el nifio de edad (fecha
recibio la aproximada de
segunda segunda
dosis de entrevista de
vacuna seguimiento para
rotavirus (SI_ actualizar el
0 NO)? registro vacunal
con la segunda
dosis)
Caso-
paciente 1




I

ANEXO 4
CASO DE INVAGINACION INTESTINAL

1. ldentificacion:

2. Fechade nacimiento (DD-MM-AA):, /[
3. El Paciente es nifio 6 nifia?

1[ ] Nifo

2 [ ] Nifa

4. Fecha de la entrevista (DD-MM-AA):

5. Como se obtuvo la identificacion del caso?
1[] Revision retrospectiva
2 [ ] Vigilancia epidemiolégica

6. Cumple el nifio uno de los siguientes criterios p ara invaginacion intestinal “DEFINIDA"?

____Demostracion de invaginacion intestinal en la cirugia ( en ausencia de otra
causa primaria como volvulus 6 estenosis pilérica; 6

_____ Demostracion de invaginacion intestinal por enema contrastado de aire 6
liquido; 6

_____ Demostracion de una msa intraabdominal por ultrasonido abdominal con
criterios especificos que se observa, se reduce por enema hidrostatico ; 6

______Demostracion de invaginacion abdominal en la autopsia

O si Proseguir conla pregunta 7
O no, el nifio no cumple los criterios definidos para inva ginacion intestinal.
DETENER LA ENTREVISTA

7. Llenar toda la informacién solicitada

a. Nombre del Hospital:

b. Fechade los primeros sintomas ___ / _ /

c. Fechadeadmision ___ / / _ Hora de admisién aproximada: ___ :  (AM o PM)
d. Fechadeegreso__ / |/ Horadeegreso aproximado: __ :  (AMoPM)

e.

Destino: 1[ | Hogar 2[ ]Traslado a otro hospital 3[ | Defuncién 4[ ]No se sabe

8. Domicilio del nifio ( Obtener la direccién completa gue permitira localizar a la familia)




9. Numero telefonico del padre 6 tutor del nifio:

10. NUmero telefénico alternativo ( por ejemplo de un familiar):

11. Fué necesaria la cirugia debido a invaginacion intestinal?
1[]si
2[]No
3 [ ] No se sabe

Si la respuesta es afirmativa pasar a la pregunta 1 2, si es negative pasar a la pregunta 13

12. Se realize reseccionintstinal al nifio?
1[]si
2[INo
3 [ ] No se sabe

Si el nifio continua hospitalizado (VIGILANCIA ACTIV___A)), PASAR A LA PREGUNTA 13 SI NO
PASE A LA PREGUNTA 14

13. El padre o tutor del nifio tiene la cartillade  vacunacion a la mano, 6 en caso de estra
hospitalizado el nifio puede traerla?
1[]si
2[INo
3 [ ] No se sabe

14. Sila cartilla de vacunacion del nifio esta disp  onible en el momento, llenar la informacién
gue a continuacién se menciona.

Vacuna ¢ Recibié la Fecha Fuente del reporte Centro de
anti vacuna? (llenar (indicar la fuente para salud donde
Rotavirus | (marcar una completamente) cada vacuna) se vacuno.
opcién)
1= | 2= | 9= | Dia | Mes | Afo 1= 2= 3=
Si | No | No Verbal* | Cartil | Registr
sab la o]
e médico
Dosis 1
Dosis 2
Dosis 3
Vacuna oral antipoliomielitis ¢ Recibié la vacuna? Fecha
(marcar una opcion) (llenar completamente)
1= 2= 9= Dia Mes Afio
Si No No
sabe
POLIO ORAL 0
POLIO ORAL 1
POLIO ORAL 2
POLIO ORAL 3
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15. Para todos los casos de egreso llevar a cabo lo s siguientes pasos para localizer a los
padres y poder actualizar el registro de vacunacién de la pregunta 14.
« Llamar al padre 6 tutor al nimero telefénico proporcionado con un méaximo de tres
llamadas durante 72 horas.
» Localizar el domicilio y obtener la autorizacion del padre 6 tutor para obtener el registro de
vacunacion..

e Sise obtiene la autorizacion 6 si no hay respuesta por teléfono realizar una visita
domiciliaria para obtener una copia de la cartilla de vacunacién.

15. Puede contactar al padre o tutor con el nimero tele  fénico proporcionado?

1[]Si
2[]No
3 [ ] No se sabe

16. Localiz6 al padre o tutor en su domicilio?

1[]si

2[]No
Para todos los casos identificados en el momento, ¢ uales recibieron solo su primera dosis
antirrotavirus( que no ha recibido su seqgunda dosis al momento de la entrevista) a los ocho
meses de edad del nifio visitar nuevamente el domici lio y actualizar el registro de

vacunacion de la preqgunta 14 y prequntar ademas lo siguiente:

17. Tuvo el nifio una segunda hospitalizacién por invaginacion intestinal?
1[]si
2[INo
3 [ ] No se sabe

18. En caso de respuesta afirmativa, ¢Cual fué laf echa de admisi6on?: _ / /



ANEXO 5

Formulario de Reporte de CONTROL _ (México)

1.1D:

2.Fecha de nacimiento: ____ / /

3.¢.El menor es hombre o mujer?
1[ ] Hombre
2 [ ] Mujer

4.Fecha de entrevista: __ / /

5. ¢En donde vive el menor? Obtener la direccion completa (asegurarse de que la informacion es suficiente
para localizar a la familia en caso de requerirse visitas domiciliarias futuras):

6. Numero telefénico del padre o responsable del menor

7. Numero telefénico alternativo (por ejemplo de un familiar):

8. Si la cartilla de vacunacion del menor esta disp  onible, usarla para documentar la historia
de vacunacién que sigue.

Vacuna ¢ Recibié la Fecha Fuente del reporte Centro de
anti vacuna? (llenar (indicar la fuente para salud donde
Rotavirus | (marcar una completamente) cada vacuna) se vacuné.
opcidn)
1= | 2= | 9= | Dia | Mes | Afio 1= 2= 3=
Si | No | No Verbal* | Cartil | Registr
sab la o]
e médico
Dosis 1
Dosis 2
Dosis 3
Vacuna oral antipoliomielitis ¢ Recibié la vacuna? Fecha
(marcar una opcién) (Ilenar completamente)
1= 2= 9= Dia Mes Afio
Si No No
sabe
POLIO ORAL 0
POLIO ORAL 1
POLIO ORAL 2
POLIO ORAL 3
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Anexo 6 : Vigilancia de invaginaciéon- Formato de co  nsentimiento (Caso)

Propuesta y procedimiento

La Secretaria de Salud de México esta interesada en comentarle acerca de un estudio de
investigacion para estudiar una vacuna introducida al programa de vacunaciéon en México. Este
estudio se realiza en conjunto con la Organizacién Panamericana de la Salud y los Centros para el
Control y Prevenciéon de Enfermedades de los Estados Unidos. En 2006 México comenz6 a usar
una vacuna para prevenir la infeccion por un germen llamado rotavirus. Este germen infecta a
nifos menores y causa diarrea. Debido a que anualmente muchos nifios enferman o incluso
mueren como resultado de esta infeccion, la Secretaria de Salud de México comenzé a aplicar esta
vacuna a los bebés junto con las otras vacunas que se daban ya desde hace varios afios. Esta
vacuna ha probado ser segura en estudios grandes en varios paises de América Latina incluyendo
México. No obstante, la vacuna se continla monitoreando estrechamente desde que se usa en
México en busca de efectos adversos, particularmente invaginacion intestinal. Nos gustaria
comprender por qué los nifios enferman de invaginacién intestinal, una obstruccion del intestino.
Cuando los nifios presentan invaginacién intestinal, nosotros queremos entender por que. Cada
afio cerca de 1500 nifios menores de un afio desarrolan invaginacion intestinal. Desde la
introduccion de esta nueva vacuna nostros estamos monitorizando el ndmero de casos de
invaginacion para estar seguros que los casos observados sean similares a los esperados si no se
usara la vacuna. Usaremos informacion de este estudio para resolver la mejor manera de
monitorear la seguridad de esta vacuna.

Usted puede elegir que su nifio(a) sea parte 0 no sea parte de este estudio. Si su nifio(a) no entra
al estudio continuara recibiendo el mismo tratamiento y no perdera ningun servicio de atencién a la
salud. Si elige que su nifio(a) entre al estudio, nosotros le haremos algunas preguntas como parte
de una encuesta. También le pediremos que revise la cartilla de vacunacion de su nifio(a) para que
podamos verificar que ha recibido la vacuna anti rotavirus. También podemos buscar informacién
acerca de la vacunacion de su nifio(a) visitando su centro de salud para revisar en el registro
clinico. Usted puede elegir no responder alguna pregunta. El tiempo para realizar las preguntas es
de 5 a 10 minutos.

Riesgos e incovenientes

Al realizar la encuesta, las preguntas seran generales. No hay riesgo para usted ni para su nifio(a)
al responder las preguntas.

Beneficios

Su nifio(a) se puede beneficiar de este estudio si descubrimos que le falta la vacuna del rotavirus u
otras vacunas. Lo(a) podriamos referir al centro de salud local para ser vacunado sin costo. Este
estudio ayudard a los doctores de México a conocer mas acerca de esta vacuna.

Confidencialidad

Lo que platiquemos se considerara informacién privada de acuerdo con la ley. Para proteger la
privacidad de su nifio(a), los registros se manejaran usando cédigos numéricos y no nombres. Los
registros se mantendran en archivos seguros, y solamente las personas trabajando en el estudio
podran revisarlos. El nombre de su nifio(a) u otros datos que puedan identificarlo no apareceran
cuando se realicen reportes.

Costo
No hay costo ni pago para usted si forma parte del estudio.
Condiciones

Usted es libre de permitir que su nifio(a) forme parte del estudio o no. Puede dejar de responder
las preguntas en cualquier momento y por cualquier razén. Si decide que su nifio(a) no participe, 0
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si sale del estudio, su nifio(a) no perderd ningln servici6 de atencién de salud que reciba
usualmente.

Acepto que mi nifio(a) forme parte de este estudio y revisen su registro vacunal. He tenido la
oportunidad de hacer preguntas y me parece que todas mis preguntas fueron contestadas
satisfactoriamente. Entiendo que entrar a formar parte de este estudio es mi eleccion. Conozco que
después de permitir que mi nifio(a) entre al estudio, puedo decidir sacarlo en cualquier momento.
Recibiré copia de ese formato de consentimiento.

Nombre del Nifio (a):
Fecha de nacimiento:

Nombre del padre/tutor:

Firma del padre/tutor: Fecha:

(Poner X si no puede firmar)

Persona administrando el consentimiento:

Frima de la persona quien administra el consentimiento: Fecha:

Flesch-Kincaid Nivel de lectura: 7.9
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Anexo 7: Vigilancia de invaginacion intestinal. For mato de consentimiento (Controles)

Propdsito y procedimientos.

La Secretaria de Salud de México esta interesada en comentarle acerca de un estudio de
investigacién para estudiar una vacuna introducida al programa de vacunaciéon en México. Este
estudio se realiza en conjunto con la Organizacién Panamericana de la Salud y los Centros para el
Control y Prevencién de Enfermedades de los Estados Unidos. En 2006 México comenzo6 a usar
una vacuna para prevenir la infeccion por un germen llamado rotavirus. Este germen infecta a
nifilos menores y causa diarrea. Debido a que anualmente muchos nifios enferman o incluso
mueren como resultado de esta infeccion, la Secretaria de Salud de México comenzé a aplicar esta
vacuna a los bebés junto con las otras vacunas que se daban ya desde hace varios afios. Esta
vacuna ha probado ser segura en estudios grandes en varios paises de Ameérica Latina incluyendo
México. No obstante, la vacuna se continla monitoreando estrechamente desde que se usa en
México en busca de efectos adversos, particularmente invaginacion intestinal. Nos gustaria
comprender por qué los nifios enferman de invaginacion intestinal, una obstruccion del intestino.
Podemos comprender mejor esta enfermedad comparando nifios que desarrollan invaginacion
intestinal con niflos que no la desarrollan. De su nifio no es sabido que tenga invaginacion
intestinal. Usaremos informacion de este estudio para resolver la mejor manera de monitorear la
seguridad de esta vacuna.

Usted puede elegir que su nifio(a) sea parte 0 no sea parte de este estudio. Si su nifio(a) no entra
al estudio continuara recibiendo el mismo tratamiento y no perdera ningun servicio de atencién a la
salud. Si elige que su nifio(a) entre al estudio, nosotros le haremos algunas preguntas como parte
de una encuesta. Usted puede elegir no responder cualquier pregunta. También le pediremos que
revise la cartilla de vacunacioén de su nifio(a) para que podamos verificar que ha recibido la vacuna
anti rotavirus. También podemos buscar informacién acerca de la vacunacién de su nifio(a)
visitando su centro de salud para revisar en el registro clinico. El tiempo para realizar las preguntas
es de 5 a 10 minutos.

Control vecinal: Estamos seleccionado casas al azar y asi llegamos a su domicilio.

Riesgos/Inconvenientes
Al realizar la encuesta, las preguntas seran generales. No hay riesgo para usted ni para su nifio(a)
al responder las preguntas.

Beneficios

Su nifio(a) se puede beneficiar de este estudio si descubrimos que le falta la vacuna del rotavirus u
otras vacunas. Lo(a) podriamos referir al centro de salud local para ser vacunado sin costo. Este
estudio ayudaré a los doctores de México a conocer mas acerca de esta vacuna.

Confidencialidad.

Lo que platiquemos se considerara informacién privada de acuerdo con la ley. Para proteger la
privacidad de su nifio(a), los registros se manejaran usando cédigos numéricos y no nombres. Los
registros se mantendran en archivos seguros, y solamente las personas trabajando en el estudio
podran revisarlos. El nombre de su nifio(a) u otros datos que puedan identificarlo no apareceran
cuando se realicen reportes.

Costo
No hay costo ni pago para usted si forma parte del estudio.



Condiciones

Usted es libre de permitir que su nifio(a) forme parte del estudio o no. Puede dejar de responder
las preguntas en cualquier momento y por cualquier razén. Si decide que su nifio(a) no participe, 0
si sale del estudio, su nifio(a) no perdera ningln servici6 de atencién de salud que reciba
usualmente.

Acepto que mi nifio(a) forme parte de este estudio y revisen su registro vacunal. He tenido la
oportunidad de hacer preguntas y me parece que todas mis preguntas fueron contestadas
satisfactoriamente. Entiendo que entrar a formar parte de este estudio es mi elecciéon. Conozco que
después de permitir que mi nifio(a) entre al estudio, puedo decidir sacarlo en cualquier momento.
Recibiré copia de ese formato de consentimiento.

Nombre del nifio(a):
Fecha de nacimiento:

Nombre del padre/tutor:

Firma del padre/tutor: Fecha:
(Poner “X” si no puede firmar)

Persona administrando el consentimiento:

Firma de quien administra el consentimiento: Fecha:

Nivel de lectura Flesch-Kincaid: 7.9
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