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GLOSARIO
' AstVsH k' Astrovirus humanos
DNA Acido desoxirribonucleico
g EIA © 7 7 Ensayo inmunoenzimatico
‘, I'ME‘J : : Inmunomicroscopia electréonica
Kb o Kilo bases
: ME Microscopia electronica
ml Mililitros
nm ) Nanémetros
pb‘ B Pares dek’ba’s’es *
PCR : ; Rea‘cci’én’ en ca;denabdye la polimerasa
PTA = . Acxdo fb‘éi“'otungstico
RNA » L Amdo fibénucleico
RT Transcriptasa reversa
. RT-'PCR‘ - Transcriptasa reversa acoplada a la reaccién

en cadena de la polimerasa

,ss}.RbNA Acido ribonucleico de una sola cadené
TMB Tetrametil bencidina

ug : Microgramos
puL Microlitros

°C Grados centigrados



1.RESUMEN

Estudios realizados a nivel mundial muestran que existe una
elevada incidencia de diarreas que ocurren por astrovirus
considerandolo como un patégeno potencial que es excretado en
heces. Este agente se ha detectado principalmente en nifos
menores de 5 afos de edad. Diversos estudios sugieren que
después de los rotavirus los astrovirus humanos {(AstVsH) pueden
ser la segunda causa mas comun de la gastroenteritis viral infantil.
Se han reportado brotes en cuneros, guarderias, escuelas, asilos de
ancianos, en instituciones de reclusion militar y son causa
importante de infeccién nosocomial.

En este trabajo se pretende demostrar la presencia de AstVsH en
nifios menores de S afnos con diarrea aguda asi como la circulacién
de este agente en nuestro pais.

Durante el periodo Marzo de 1999 a Mayo del 2001 se analizaron
320 muestras diarreicas de nifios menores de 5 aflos negativas a
rotavirus por la técnica de rotaforesis. Procedentes de diferentes
estados de la Republica Mexicana (Chihuahua, Monterrey,
Tamaulipas, Hidalgo, Distrito Federal, Quintana Roo, Campeche y
Yucatan); las cuales fueron analizadas para el diagnéstico de
astrovirus por ensayo inmunoenzimatico (EIA).

Del total de muestras analizadas 14 (4.4%) fueron . positivas a
AstVsH, lo que correlaciona con lo reportado por otros autores a
nivel mundial. Se obtuvieron casos positivos en Chihuahua,
Monterrey, Hidalgo, Distrito Federal, Quintana Roo y Campeche.

El grupo de edad donde se observé la presencia de astrovirus
fue de 1-22 meses. Presentandose la infeccion por AstVsH en los
meses de septiembre-mayo. Asimismo, se observé que las
manifestaciones clinicas presentadas durante la infeccién fueron
de 3 a 8 evacuaciones por dia (64.28%), vomito (42.85%),
temperatura mayor de 38°C (21.42%) y deshidratacion ( 57.14 %).

Este estudio permitié determinar la presencia de astrovirus
asociados a cuadros de diarrea aguda en la poblacién infantil
menor de 2 afios, asi como la circulacion de este agente en nuestro
pais.
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2. INTRODUCCION

La gastroenteritis infecciosa continua siendo una causa importante
de enfermedad y muerte en el mundo afectando principalmente a
los nifios, ain cuando muchos estudios han conducido a la
identificacion de los agentes causales el mayor numero de
episodios de gastroenteritis no se ha diagnosticado.

Las diarreas han significado un grave problema de salud publica
por su magnitud y trascendencia, tienen una distribucién mundial,
con grandes variaciones en su frecuencia entre los paises y aun
entre las distintas regiones de un mismo pais siendo los factores
determinantes las condiciones geograficas, culturales, sociales,
econdmicas, ambientales y de servicios publicos.(7)

La diarrea es una de las causas mas frecuentes de enfermedad y
muerte en los paises en desarrollo. Atin en naciones desarrolladas
como Estados Unidos, ocurren aproximadamente 500 muertes y se
hospitalizan alrededor de 300 000 personas por diarrea cada afio.
Los grupos de edad mas afectados son los menores de cinco anos
y los mayores de 65 arios.

La Organizacion Mundial de la Salud informé, en 1994, que cada
ano se presentan 1300 millones de episodios de diarrea en nifios
menores de cinco afios en paises en desarrollo, los cuales
ocasionan tres a cuatro millones de muertes relacionadas en 50 a
70 % con deshidratacion, lo cual las ubica dentro de las principales
causas de defuncion en esos paises.

La mayoria de los nifios que sobreviven queda con algin grado de
desnutricién, y los desnutridos, no sdélo padecen con mayor
frecuencia de diarrea sino que los episodios son mas graves. Otro
gran problema vinculado con las diarreas es el ausentismo escolar
o laboral en personas mayores, causando millones de pérdidas de
dias de trabajo cada afio.(so)

En un estudio realizado por el Dr. Mota y colaboradores de
encuestas efectuadas en hogares en México en 1991 y 1993
estimaron la incidencia anual de episodios de diarrea por nifio, en .



menores de cinco afios de edad, en 4.5 y 2.2 respectivamente.
Mientras que en otro estudio realizado por Bern C. y colaboradores,
en 1992, la incidencia anual promedio en todo el mundo, en este
mismo grupo de edad, fue de 2.6 episodios por nifio, asimismo
estim6 que mueren cada afo 3.3 millones de nifios por diarrea en
todo el mundo.

A pesar de que la enfermedad diarreica ha sido una de las
prioridades en los programas de salud en México, el nlimero de
muertes por diarrea sigue siendo elevado. En 1998 se registraron
en México 3255 fallecimientos por diarrea en menores de cinco
afnos, el problema fue mas evidente en algunos estados del pais con
condiciones de pobreza extrema, como Chiapas y Oaxaca.qg)

Se ha determinado por diversos estudios que los virus son los
agentes causales de gastroenteritis no bacteriana, definiendo a la
gastroenteritis como una enfermedad febril de duracién menor de
10 dias asociada con diarrea y vémito en la cual no hay causa
evidente de los sintomas.(

Actualmente se define diarrea, enfermedad diarreica, sindrome
diarreico, infeccién intestinal o gastroenteritis aguda, como la
presencia de heces liquidas o acuosas, casi siempre en numero
mayor de tres en 24 horas.

La definicion pragmatica es : disminucion de la consistencia usual
de las heces, con aumento a mas del doble de su frecuencia
habitual.

Las enfermedades diarreicas agudas son de naturaleza casi
siempre infecciosa pero de caracter autolimitado. Los virus son la
causa principal de las diarreas deshidratantes en nifios menores de
dos anos de edad.

Las epidemias de gastroenteritis virales agudas ocurren en todo el
mundo siendo rotavirus el agente viral mas frecuente ademas de
existir un alto porcentaje de casos en los que se desconoce el
agente causante de la gastroenteritis, sin embargo, en los tultimos
afios se ha involucrado a otros agentes virales tales como




astrovirus, adenovirus de serotipo 40 y 41, calicivirus, etc., como
causa aparente de la enfermedad.q)

Dentro de las manifestaciones clinicas por infeccién de algan
agente viral ademas de la diarrea se presentan vémitos que
pueden conducir rapidamente a deshidratacion, con fiebre de
grado variable esto aunado a otros signos de alarma como ojos
hundidos, boca seca, fontanela hundida, anorexia, dolor
abdominal, dolor de cabeza, naussas y malestar general,

El mecanismo de transmisiéon clasico es el ciclo ano-boca,
entendido este como la salida del agente infeccioso con la materia
fecal y su ingestién, casi siempre a través de las manos
contaminadas o de fomites. Otro mecanismo de transmisién
frecuente es la ingestion de alimentos contaminados o de agua,
otras bebidas o hielo, no sometidos a algin proceso de
purificaciéon. En el caso de los virus, la transmision puede ser por
via aérea.

Desde la visualizacion inicial de los astrovirus en 1975, lentamente
se acumularon evidencias acerca de su importancia como agentes
causales de diarrea infantil. En varios paises se ha reportado que
los astrovirus son causa del 2-8 % de los episodios de diarrea en
nifios siendo un agente comun de gastroenteritis viral en nifios
pequerios.21,26,34,41)

La distribucién de estos virus es mundial e incluso hay ocho
diferentes subtipos antigénicos que pueden circular en una misma
regidon. Los astrovirus causan una enfermedad caracterizada por
diarrea, dolor abdominal, vomito, nausea, fiebre y malestar
general. No existe tratamiento antimicrobiano para esta infeccién
que se auto limita si se usan correctamente la hidratacién y la
nutricién.

Los astrovirus también se han asociado con diarrea en pacientes
inmunosuprimidos y con epidemias de diarrea en guarderias,
escuelas, hospitales, hogares de ancianos, etc, y son
potencialmente muy peligrosos en pacientes seriamente enfermos
en el hospital. (,12,34,35,37)



“ Estudios de seroprevalencia indicaron que alrededor de 71% de los
" nifos ingleses de 3 a 4 afios presentan anticuerpos contra estos
“virus, indicando una elevada prevalencia de infeccidon, pero sin un

cuadro patolégico definido. En algunos estudios se observdé que
estos agentes eran la segunda causa mas frecuente de diarrea,
después de los rotavirus.s)

Con el fin de desarrollar prioridades de investigacion y estrategias
para el control de estas infecciones, los expertos de Bethesda
realizaron un estudio prospectivo en 397 nifios egipcios menores
de 3 anos para determinar los indices de incidencia de diarrea
causada por astrovirus y los serotipos circulantes después de una
infeccion.

Los ‘indices de incidencia especifica de episodios de diarrea por
“astrovirus por persona-afo fueron de 0.38 para los menores de 6
meses, 0.40 para los de 6 a 11 meses, 0.16 para los de 12-23
meses y 0.05 para los de 24 a 35 meses. El indice de incidencia
global de diarrea por astrovirus fue igual que para la diarrea por
rotavirus: 0.19 episodios por persona-aiio. En 17% de los casos la
infeccién por astrovirus se asocié con deshidratacién severa. El
serotipo mas frecuente fue el serotipo-1 y en orden de frecuencia
decreciente siguieron el serotipo Sy 8.

Diversas investigaciones informaron prevalencias cercanas al 4%
en nifios centroamericanos con diarrea que concurrian a
guarderias. En Guatemala, Cruz y Col. (1992) detectaron
astrovirus en un 38.6% en nifios de la zona rural, de 0-3 afios de
edad, mientras que en Chile fue detectado en 51 (16.5%) de las 310
muestras recolectadas de nifios con diarrea. (12,34)

En varios paises (Japén, Australia, Inglaterra, Estados Unidos, etc.)
se esta determinando la incidencia de astrovirus, la asociacion
entre la excrecion de estos agentes y la presencia de sintomas
diarreicos, los factores sociodemograficos y ambientales asociados
con el riesgo de infeccion, los serotipos circulantes y la presencia
de inmunidad persistente después de una infeccién, sin embargo,
se requieren més estudios epidemiolégicos en diferentes ambientes
- para determinar la importancia de la enfermedad por astrovirus.



2.1. EVENTOS HISTORICOS DE ASTROVIRUS

1975: Los astrovirus fueron asociados por Appleton y Higgins con
la gastroenteritis humana. ()

1975: El término astrovirus fue propuesto por Madeley y Cosgrove
siguiendo una visualizacién por microscopia electrénica.q

1981: Lee y Kurtz aislaron en cultivo primario astrovirus humanos
en células de rifién de embrién humano y tuvieron éxito en el
crecimiento del virus en cultivo celular. Esto distinguié al virus de
otros agentes, tal como el agente Norwalk, el cual no puede crecer
en cultivo celular.

1984: S serotipos de astrowrus humanos son reconocidos. ()
1988: Son desarrollados. ant' uerpos monoclonales especificos de

astrovirus . por Herrnann Col:- :Esto permitié el diagnéstico de
: astrov1rus en gastroententxs sar do inmunoensayos enzimaticos.

: 1989 El seroupo 6.es:recon cxdo en 1 el Reino Unido (UK).
: “serotipo b1 n reconoc1do en el UK. g

1992 Un estiidxé”pof Cruz 'y Col. demostraron la presencia de
: astrov1rus en 38 6% de los n1nos de la zona rural de Guatemala.,

1994 Lee y Kurtz reahzaron un. estudio en cual indica que el
serotxpo les la causa de 65% de las 1nfec01ones por. strov1rus 28)

1994 El genoma del astrovxrus es completamente secuenc1ado {29)

: 1994 Astrov1rus es 1mphcado como umca‘causa etxologxca de tres
brotes por sepa:ado de gastroenterms en Japon (16)




1995: 'Una. traﬁéériﬁcién're\?ersé‘ y una reaccién en cadena de la
'pohmerasa fue aphcada para la detecc1on de los serotlpos de

1998:Diversos estudios utilizando RT-PCR
prevalencia de infecciones gastromtestmal P

2000: Hasta esta fecha ya ha sido 'do‘c ) ‘ iste \

- serotipo 8 de astrovirus, 1dent1ficado e eino’ Unido, “Africa,
- Oriente Medio y Australia. (3138) w T
2001: Se reporta que en: México’ al menos seis tipos antlgemcos
circulan en una comunidad peri urbana de la c1udad de’ Mex1co (as)




'2.2. GENERALIDADES DE LOS ASTROVIRUS

Los astrovirus han sido clasificados dentro de una nueva familia
de virus la Astroviridae constituidos por una sola cadena de RNA
(ssRNA), afectan a varias especies dentro de las cuales afecta a los
humanos. Actualmente son ocho los serotipos reportados de
astrovirus humanos predominando el serotipo 1 a nivel mundial
mientras que en México se reporta al serotipo 2 como el mas
comun. (s,12,15)

Dentro de los estudios realizados en México existen diferencias
significativas de los resultados obtenidos en la deteccion de
astrovirus siendo de los mas relevantes el realizado en Chiapas:
un estudio prospectivo de una cohorte de nifios mayas, menores de
tres afios de edad, que habitan en una pequefia comunidad en el
sudeste de México, Maldonado Y. y colaboradores ({1998}
detectaron astrovirus en 164 (61%) de 271 nifios estudiados.

Mientras que Guerrero ML y colaboradores, en 1998, informaron : -

los resultados de un estudio prospectivo de diarrea por astrovirus

en la Cd. de México. La frecuencia de presentacién fue de 5% en’
510 episodios de diarrea, con predominio en nifios de 13 a 18.

meses de edad, se encontraron cinco tipos antigénicos
predominantes y el tipo 2 fue el mas comtn. Estos estudios nos
proporcionan informaciéon en nuestro medio, si bien el pico de
infecciones causadas por rotavirus es mas alto que el de
astrovirus, clasicamente se reporta que ambas se superponen en el
invierno y que son indistinguibles clinicamente, esto hace que la
infeccion por astrovirus sea subestimada. ()

Teniendo como antecedente las investigaciones realizadas en varios
paises acerca de los astrovirus ademas de la gran relevancia que
han tomado en la ultima década por afectar principalmente a gran
parte de la poblacién infantil y que en nuestro pais son pocos los
trabajos realizados en la investigacién de dicho agente en este
trabajo se pretende demostrar la presencia de AstVsH en nifios con
diarrea aguda asi como la circulacién de este agente en nuestro
pais.



TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

- 2.2.1. MORFOLOGIA

Por microscopia electronica de contraste negativa, mide de 28-
32nm, la estructura del virion es icosahédrica, tienen una
apariencia de estrella con 5 a 6 picos sobre su superficie (en griego
astron = una estrella). (2,45 Figura 1

Fig.1 La micrografia electrénica ilustra la apariencia de particulas
de astrovirus tenidas negativamente en una muestra de
materia fecal humana, de un individuo con gastroenteritis.
Tomada de Suzanne M. Matsui, 1996



2 2.2. ES’I‘RUCTURA GENOMICA

El virién del astrovirus esta constituido de una cap51de de 28 a 30‘
nm de diametro. !
El genoma consiste de una sola cadena, de sentldo p051t1vo, RNAf
poliadenilado = de una longitud de 6.8 a 7.2 kb contlene tres
segmentos de lectura abierto. :

2.2.3. PROTEINAS VIRALES

Han sido identificados tres segmentos de lectura abierto (ORFs)
designados como ORFla, ORFlb y ORF2 por el Comité
Internacional sobre la Taxonomia de los Virus. Los dos primeros
ORF's, codifican para proteinas no estructurales y estas regiones
contienen secuencias altamente conservadas la cual en contraste
al ORF2 es muy variable en el extremo 3’ terminal del genoma. Los
primers especificos para la region serina proteasa conservada en el
ORFla o para el extremo 3’ terminal no traducido del genoma son
candidatos aceptables en RT-PCR para la deteccién de todos los
tipos antigénicos de astrovirus. ORF2 (con una longitud de ~2.4
Kb) se encuentra en el extremo 3’ terminal del genoma y codifica
para la proteina precursor de la capside. (36,46,47) Figura 2

Genoma 5  PROTEINAS NO ESTRUCTURALES 3
] —

RNA subgenomico

I:::] PROTEINA ESTRUCTURAL
C—— 1
ORF1a ORF 2
ORF 1b

SlT_ld DE FRAGMENTACION

Flg 2 Orgamzacton del genoma de astrovirus, mostrando
esquematicamente la localizacion de sus proteinas.

1



2.3. CLASIFICACION DE LOS ASTROVIRUS HUMANOS
2.3.1. SEROTIPOS

Los astrovirus pueden ser clasificados dentro de serotipos de
acuerdo a la reactividad de las proteinas de la capside con suero
policlonal y anticuerpos policlonales. Los astrovirus son también
clasificados dentro de genotipos sobre las bases de la secuencia
nucledtida de una regiéon de 348-pb del ORF2. Hay una buena
correlacion entre genotipo y serotipo. Existen actualmente siete
serotipos establecidos de astrovirus humano que correlacionan con
los siete genotipos. Se ha sugerido la existencia de un octavo
genotipo por la secuencia de un presunto serotipo 8 de astrovirus
depositado en el banco de genes.

Previos estudios han mostrado que el serotipo 1 es el tipo
predominante causante de enfermedad, seguido por los serotipos 2,
3, 4, ¥y 5, los cuales son menos comunes. Los serotipos 6, 7 y 8 han
sido raramente detectados. Actualmente son 8 los serotipos
reportados (AstV-1 — AstV-8), tanto en el Reino Unido, Africa,
Oriente Medio , Australia y no hace mucho en México.(31,34, 42,43)

2.4, CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS

Su densidad en CsCl ha sido reportada para astrovirus humanos y
animales, en humanos es de 1.35 a 1.37 g/ml, en perros y cerdos
es de 1.34 a 1.35 g/ml, en ovejas es de 1.38 a 1.40 g/ml, etc,. Las
caracteristicas fisico-quimicas de los astrovirus humanos incluyen
estabilidad al medio acido (pH 3), resistente a cloroformo y
sobrevive a 60 °C por S minutos pero no por 10.




Las particulas virales parecen ser estables cuando se almacenan a
temperaturas muy bajas (-70°C a -85°C ) hasta 6 a 10 anos,
pero pueden ser fragmentadas mediante repetidas congelaciones y
descongelaciones.

Por lo general se describe a los astrovirus de 28 nm, sin embargo,
el diametro de la particula puede variar dependiendo del origen del
virus y del método de preparacién para Microscopia Electrénica
(ME).qa7) Figura 3

Fig. 3. Astrovirus Humanos, muestra tenida con
acido fosfotungstico (PTA) al 2%, la barra
representa 100nm.(29,700x).

Tomado de Suzanne M. Matsui, 1996.
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2.5. CLINICA Y PATOLOGIA DE LA INFECCION POR ASTROVIRUS -
2.5.1. PATOGENESIS

La patogénesis de la infecciéon por astrovirus no ha sido bien
estudiada en humanos. La correlacion de la diarrea con la
eliminacién de astrovirus en heces y la identificacion de particulas
virales en las células del epitelio intestinal sugiere que la
replicacion viral tiene lugar en el tejido intestinal en humanos. La
patogénesis viral de astrovirus en animales ha sido estudiada mas
extensamente, Los estudios de astrovirus en bovinos han
determinado que los virus infectan las células M y los enterocitos
absortivos situados sobre el domo de las vellosidades de las placas
de Peyer en el intestino delgado. (g

Estudios realizados sobre la infeccion de astrovirus en borregos
revelaron que provoca diarrea que trasciende de manera leve
siguiendo la infeccién de los enterocitos maduros en las dos
terceras partes de la region apical de las vellosidades. Mientras que
los experimentos in vivo anteriores sugieren que los astrovirus
penetran a las células a través de la superficie apical, estudios de
patogénesis viral en cultivo celular indican que los astrovirus
humanos penetran a través de la superficie basolateral en lugar de
por la superficie apical. En los bovinos una vez infectados los
enterocitos células inflamatorias emigran hacia la superficie del
domo. (a0 Figura 4



Astrovirus

Fig.4.En el proceso de patogenicidad de astrovirus en a)corderos se observa
que los enterocitos maduros son infectados y exfoliados, produciendo atrofia
en las vellosidades mientras que en b)bovinos, la lamina propia del domo es
infiltrado por neutréfilos y células linfoides . Tomada del Hall 1984,

2.5.2. ‘MANIFESTACIONES CLINICAS

Sigue un periodo de incubacién de uno a cuatro dias, la infeccién
por astrovirus tipicamente se presenta como una diarrea aguda .
La diarrea por astrovirus se ve principalmente en nifios pequefos
de seis meses a dos afios de edad y puede ser asociada con
anorexia, fiebre, vomito, dolor abdominal, dolor de cabeza.

Estos sintomas comparados con una gastroenteritis asociada a
rotavirus Sson menos Severos.(2s)

Aunque la diarrea por astrovirus no resulta normalmente en una
deshidratacion significante u hospitalizacién, los individuos sufren
de un pobre estado nutricional y los pacientes con
inmunodeficiencia tienen un mayor riesgo para el desarrollo de
complicaciones.(2,17,25)
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2.5.3. TRANSMISION

Los astrovirus son transmitidos de persona a persona, por la ruta
fecal-oral, por fomites, mediante agua y comida contaminada .Se
reporté. que una fuente de infeccién es el consumo de mariscos
(contaminado por aguas residuales) y por lo tanto, también ha
tenido consecuencias econdmicas para los pescadores y la
industria de comida.as,4)

La transmision fecal-oral ha sido verificada por numerosos
estudios en voluntarios. En 1979, Kurtz y colegas examinaron
filtrados de un nifio con gastroenteritis leve por ME y determinaron
que contenia un gran numero de particulas de astrovirus. El
filtrado fue administrado a ocho voluntarios por la boca. Un
voluntario desarrollé enfermedad diarreica y  eliminé gran
cantidad de astrovirus en las heces y otro experimenté sintomas
constitucionales leves excretando un bajo nivel de astrovirus. El
filtrado original fue subsecuentemente proporcionado a nueve
voluntarios mas, dos de los cuales eliminaron virus. Trece de
dieciséis pacientes inoculados experimentaron un incremento en el
titulo de anticuerpo homoélogo en su suero.ps)

El agua y la comida contaminada han sido ocasionalmente
implicados como la causa de los brotes de astrovirus. El 21 de
Junio de 1991 fue identificado un brote de gastroenteritis aguda
entre estudiantes y personal de cocina de 10 primarias y cuatro
escuelas privadas en la ciudad de Katano, Prefectura de Osaka,
Japén. Todo el suministro de agua a las escuelas se hace por
separado pero los almuerzos de las escuelas vienen de tres cocinas
centrales todas consiguen sus alimentos de un suministro en
comun. Oishi y Col. (1994) examinaron muestras de comida de las
tres centrales de cocina y muestra fecal de 38 pacientes de 10
diferentes escuelas siendo astrovirus detectado en muestras de
comida asi como en 10 de las muestras fecales. (s

Utagawa y Col. (1994) identificaron a astrovirus como el agente
etiolégico de gastroenteritis en tres brotes por separado. En el
primer brote, 22 (67%) de 33 gentes quienes comieron en un
restaurante en la Prefectura de Nagano mas tarde desarrollaron
gastroenteritis.



El segundo brote involucra a 1,419 personas tanto de cocina como
estudiantes de una escuela en la Prefectura Yamaguchi quienes
llegaron a enfermar después de comer almuerzos contaminados de
la escuela. En el tercer brote, 45 de 68 estudiantes de la escuela
superior llegaron a enfermar dentro de las 24 horas después de
comer. Astrovirus fue detectado en 6-10% de las muestras
examinadas.qs)

En Estados Unidos se obtuvieron 1160 muestras fecales de nifios
con gastroenteritis aguda no bacteriana en las que se detectd que
314 (27%) contenian virus, en 20 de las 314 se encontraron
astrovirus . La diarrea asociada con astrovirus parece ser en este
estudio de origen hospitalario en el 71 % de los casos, en este como
en otros estudios ha sido demostrada la infeccién nosocomial por
astrovirus. (25.26,32)

2.5.4. INMUNIDAD

La inmunidad a la infeccién por astrovirus no esta bien entendida.
Nifios pequerios y personas de la tercera edad en acilos son
usualmente las poblaciones que desarrollan infecciones
sintomaticas. Kurtz J. y col,, en Inglaterra, demuestran en ninos
asintomaticos, menores de 10 afios que la seroprevalencia de
anticuerpos de astrovirus fue de 7% en nifios de 6-12 meses de
edad y de 75% en ninos de 5-10 anos de edad; sugiriendo que los
anticuerpos son adquiridos cerca de la ninez, proporcionando
protecciéon durante la vida adulta declinando con la edad. Una
investigacion realizada por Koopmans y col. determinaron que no
se presenta proteccion heterologa entre los primeros siete serotipos
de astrovirus humanos, en donde el porcentaje total de personas
con anticuerpos neutralizantes para astrovirus fue de un rango del
10 al 91% dependiendo del serotipo de astrovirus.a,47)



' 2.6. EPIDEMIOLOGIA

.. La- distribucién de estos virus es cosmopolita: ya que se han
. detectado: . en nifios de China, Japén, Tailandia, Australia,
- .Sudéafrica, Malawi, Suecia, Reino Unido, Estados Unidos, Canada,
) ‘Chile, Argentina, Perti, Guatemala y México entre otros. (7,s,12,22.24.41)

Estos agentes se han reportado en humanos y en algunos
“animales domésticos como perros y gatos, asi como en borregos,
“"cerdos, ovejas, venados, ratones, pajaros, vacas, mariscos, aves de
corral como guajolotes y patos. (1,36.40,44,47)

2.6.1. PREVALENCIA

Estimaciones de la prevalencia de la infeccidon por astrovirus varia
ampliamente dependiendo de la poblacién y del método de
deteccion usado. Los hallazgos de algunos estudios sobre la
prevalencia de astrovirus son resumidos mas adelante. Tabla 1
Usando la técnica de Nothern dot blot (RNA), Palombo y Col.
(1995) detectaron astrovirus en el 4.2% de las muestras fecales de
nifios en Melbourne Australia los cuales habian sido hospitalizados
por gastroenteritis aguda.(az,as)

Usando un ensayo inmunoenzimatico (EIA) capaz de detectar los
serotipos del 1-5 de astrovirus humanos, Herrmann y Col. en 1991
llevaron a cabo estudios controlados en Tailandia determinando la
incidencia de astrovirus entre pacientes externos pediatricos con
gastroenteritis donde el 8.6% de casos de diarrea fueron asociados
con astrovirus.

Usando también un EIA, Cruz y Col. (1992) detectaron astrovirus
en un 38.6% en nifios de la zona rural de Guatemala de 0-3 arfios

de edad. (12,20




Algunos de los estudios realizados en México, entre 1988-1991 por
Guerrero y Col. se llevé a cabo un seguimiento de los episodios de
diarrea en 214 nifios menores de dos afios de edad en el cual
astrovirus se detect6 en 26 (5%) de los 510 episodios de diarrea. ().
Asi mismo Griffin D. y Col, durante el periodo comprendido de
Octubre de 1994 a Marzo de 1995 reportan 26 (7.3%) casos
positivos de astrovirus.is)

Usando un EIA no comercial y RT-PCR, Maldonado y Col. (1998)
identificaron que astrovirus era el patégeno entérico mas comun en
una poblacién rural de infantes Mayas viviendo en la sierra de
Chiapas, México. Detectandose, en una cohorte de nifios, en los
primeros afios de vida desde su nacimiento hasta los tres afios una
baja infeccién por rotavirus y adenovirus entéricos. Los astrovirus
fueron detectados en 164 (61%) de los 271 nifios de estos
26% presentaban un cuadro diarreico, esta es la mas alta
prevalencia reportada entre infantes de cualquier regién del
mundo. 33

Kjeldsberg en un estudio realizado por el mostré que astrovirus se
encuentra presente en un 4.2% en muestras de materia fecal de
pacientes con gastroenteritis en Noruega cuya edad de estos
individuos afectados no ha sido reportada y estudios en sujetos
asintomaticos no ha sido reahzado (47)




Tablé. 1. Estudios dela brevalencia de astrovirus.

< |'"EDAD DE LA™

Col. (1992)

Cruzy |G

' PREVALENCIA
| POBLACION DE 'gggg&gg DR
_ESTUDIO | "7 ASTROVIRUS
Y. ‘.Melbé;;}ne‘ < de 5 ar'los " .Northern :
“Australia | deedad = |Dot Blot (RNA) 4.2%
Herrmann LA 8
y Col. Bangkok; i
(1991) | Thailandia . 8%

38.6%

Koopmans
y Col.*
(1998)

y Col..
(1998)

Maldonado ‘

Chiapas,
México.

de edad

*10-91%

*Este amplio rango en los valores de prevalencxa es un

en la prevalencia de los siete diferentes serotlpos de astrovxrus humano como
se ilustra en la tabla 2. (8,12,18,28,33)
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2.6.2 PREVALENCIA DE LOS SEROTIPOS DE ASTROVIRUS
) HUMANOS.

Numerosos estudios sobre la prevalencia de los serotipos de
astrovirus humanos indican que el serotipo 1 es el de mayor
circulacion a nivel mundial. Tabla 2 Lee y col. (1994) obtuvieron
muestras fecales del laboratorio de salud publica de Oxford de
nifios menores de 6 anos de edad los cuales presentaban o habian
tenido gastroenteritis aguda. Ocasionalmente las muestras de
adultos también fueron examinadas, pero sélo cuando se
sospechaba de agentes virales de gastroenteritis. Las muestras
fueron examinadas primeramente por ME para virus y fueron
serotipificadas usando inmunomicroscopia electrénica (IME). De
291 muestras fecales positivas a astrovirus colectadas durante un
periodo de 17 afios de 1976-1992, 64.9% (n=189 muestras)
contenian astrovirus serotipo 1, 1.3% (n=33 muestras) contenian
el serotipo 2, 9.3% (n=27 muestras) contienen el serotipo 3, 1.3%
(n=33 muestras) contenian el serotipo 4, 2.1%(n=6 muestras)
contenian el serotipo 5, 0.3%(n=1 muestra} contenian el serotipo 6
y 0.7% (n=2 muestras) contenian el serotipo 7..2s ‘

Noel y Col. (1994) colectaron en Londres 162 muestras fecales:
positivas a astrovirus de nifios con diarrea de 1981-1993. Los virus .-
aislados de estas muestras fueron tipificados usando un ensayo
inmunoenzimatico e IME y se encontré que 66% (n=107) de los:
virus aislados fueron serotipo 1, 0.6% (n=1) fueron serotipo 2, 6.2%
(n=10) fueron serotipo 3, 4.3% (n=7) fueron serotipo 4 y 0% (n=0)"
fueron serotipo 5. No hubo informacién provista para astrovu'us{
serotlpos 6y7. e e

En 1995, Noel y Col. usaron un inmunoensayo -enzimatico
tipificante para determinar el tipo de 64 muestras positivas a
astrovirus de 7 diferentes paises. 52% (n=32 muestras) fueron
astrovirus serotipo 1, 11% (n=7 muestras) fueron astrovirus
serotipo 2, 16% (n=10 muestras) fueron serotipo 3, 10% (n=6
muestras) fueron astrovirus serotipo 4, 2% (n =1 muestra)
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fueron asfroVirus serotipo 5, 2% (n=1 muestra) fueron astrovirus
serotipo 6 y 0% (n=0) fueron serotipo 7. (23)

En el estudio de Koopmans , se determiné que el porcentaje total
de personas con anticuerpos neutralizantes de astrovirus fue
mayor para astrovirus serotipo 1 (91%), seguido por 69% del
serotipo 3, 56% del serotipo 4, 36% del serotipo 5, 31% del serotipo
2, 16% del serotipo 6 y 10% del serotipo 7.

En México, en un estudio realizado por Walter y Col. se ha
reportado al serotipo 2 (AstV- 2) como el de mayor prevalencia con
un 42%, seguido del serotipo 4 (AstV-4) con un 23%; mientras que
Guerrero y Col. reportan al serotipo 2 con un 35% y al serotipo 4
con un 15 %.s,39)

Méndez-Toss M. llevaron a cabo un estudio, acerca de la diversidad
de serotipos de astrovirus humano en México con 950 muestras de
las cuales 35 resultaron positivas a astrovirus , se determiné el
serotipo de 26 de las cepas de astrovirus de estas 9 (35%)
fueron AstV- 1, 6 (23%) de las muestras fueron AstV- 2, 4(15%)
fueron AstV- 3, mientras que de AstV-4 fueron 3(12%) muestras, €l
menor numero fue para el AstV-6 con 1(4%) y 3 (12%) de las
muestras fueron AstV-8, es interesante notar que los virus de
serotipo 8 se encontraron Uunicamente en la Cd. de Mérida, por lo
que en nuestro pais circulan al menos 6 de los 8 serotipos
reportados.
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Tabla 2. Resumen de algunos de los estudlos de la prevalencia
de serotlpos. . ERE

AstV-4

AstV-5 | AstV-6

; Lee y: Col
b ':_(1994) o

Noel yf 3
Col.
(1994)

Noel y
Col.
(1995)

Koopmans
y Col. .
(1998) -

.Ensayo de;
Neutralizacid

*Walter y
Col.
{2001)

*Guerrero
y Col.
(1998)

*El estudio de Jolan E. :Ws‘d‘téi{y Ldﬁfdééf Ghéi‘fé}b corresponden a algunos de
los realizados en comunidades peri urbanas de la Cd. de México.
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2.6.3. ESTACIONALIDAD DE LA INFECCION POR ASTROVIRUS.

En regiones templadas, la mayoria de las infecciones por astrovirus
son detectadas en el invierno mientras que en climas tropicales, la
mayoria de las infecciones por astrovirus se han notado en época
lNuviosa.uzn

Utagawa y Col. (1994) examinaron la epidemiologia y prevalencia
de astrovirus en seis institutos de salud publica prefectural en
Japén de 1982 a 1992. Las distribuciones estacionales de
astrovirus de los casos esporadicos examinados por este estudio
han mostrado que hubo un pico en Marzo y Abril lo cual fue
informado para el 65% de los casos. Casos esporadicos se dieron
de Noviembre a Mayo, pero no fue detectado un caso de Junio a
Octubre.qse)

Cruz y Col. en 1992 llevaron a cabo un estudio longitudinal de
infecciones por astrovirus y diarrea entre ninos ambulatorios de la
zona rural menores de tres afios de edad viviendo en una
comunidad rural de Guatemala y se encontré que el mayor rango
de deteccién mensualmente de astrovirus en niflos enfermos
ocurrié en Mayo lo cual fue el principio de la temporada lluviosa, 2

Maldonado y Col. (1998) examinaron la epidemiologia de astrovirus
en una poblacién rural de infantes Mayas viviendo en la sierra de
Chiapas, México y encontraron que aunque astrovirus se presenta
durante todo el aro el pico fue en Marzo y Mayo y disminuyé en
Septiembre. Se incrementé la prevalencia de astrovirus
correlacionada mejor con el principio de la época calurosa y
lluviosa.(aa)

Sin embargo estudios en el mundo han observado una clara

tendencia estacional con un pico durante el invierno y otro en los
meses de verano.(16,20,24,31,32,38,42)
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2.6.4. DISTRIBUCION POR GRUPO DE EDAD DE LA INFECCION
POR ASTROVIRUS..

Hasta la fecha, existe un namero limitado de estudios sobre la
distribucion de la edad en infeccién por astrovirus, pero los pocos
estudios que se han llevado a cabo sugieren que la mayoria de la
gente adquiere anticuerpos alrededor de los 5 afios de edad.4,14,20)

Un estudio por Kurtz y Col. (1978) examinaron la prevalencia de
anticuerpo de astrovirus en 87 nifios menores de 10 afos de edad
viviendo en la regién de Oxford del Reino Unido. Los anticuerpos de
astrovirus fueron detectados en 7% de infantes de 6 a 12 meses de
edad, 70% de nirios en edad escolar y 75% de nifios de 10 afios de
edad. Un grupo de estudiantes de enfermeria también fueron
estudiados y los anticuerpos de astrovirus fueron detectados en
77% de este grupo.ps

Koopmans y Col. (1998) utilizaron ensayos neutralizantes para
determinar los porcentajes de seroprevalencia de anticuerpos
neutralizantes en una muestra de edad estratificada de la
poblacién en la provincia de Utrech . La edad estratificada total de
la seroprevalencia de los siete serotipos de astrovirus humanos fue
aproximadamente 15% para individuos menores de un aro de
edad, 29% para individuos de un grupo de 1 a 4 arios de edad y
44% para individuos de 5 afios de edad y otros.

Un estudio seroldgico en el Reino Unido ha demostrado que los

anticuerpos a astrovirus fueron adquiridos por la mayoria de los
ninos antes de los 6 anos de edad. ;24
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2.7. METODOS DE DIAGNOSTICO

En algunos paises se lleva a cabo una me_]ora e unplementacmn
constante de métodos de deteccién de agentes: v1rales, la: mayoria
de ellos son caros y sofisticados, los prxncxpales son:. .

2f7’. i‘.' MICROSCOP{A ELECTRONICA

La infeccién de astrovirus ha sido tradicionalmente diagnosticada
por ME, sin embargo, solamente el 10% de las particulas de
astrovirus poseen la caracteristica morfolégica semejante a una
estrella haciendo dificil su deteccion siendo importante por lo
tanto su tamarfio, morfologia y la cantidad de particulas virales
arrojadas durante el episodio diarreico para poder ser vistos por

microscopia electrénica, donde se pueden encontrar de 108 a 1010 |

particulas virales/mL de heces.;2,13)

Para la deteccién de astrovirus se realiza una suspensién al 10%
de materia fecal en buffer salina de fosfatos a pH 7.3 es
centrifugado a 106500g por 1 hora, se retira el sobrenadante y el
paquete se resuspende en 100 uL de agua destilada que contiene
100 pg/mlL de bacitracina, se deja reposar por 10 minutos se retira
el sobrenadante por ultimo se realiza una tinciéon negativa con
tungstato de metilamina al 1%. (28

2.7.2. INMUNOMICROSCOPIA ELECTRONICA

Es una variante del método anterior pero con el uso de anticuerpos
que inducen la aglutinacion de particulas virales. Se utiliza cuando
se desea tipificar a los astrovirus siendo indispensable disponer de
los anticuerpos monoclonales especificos correspondientes, para la
observacién al ME también se tifien con tungstato de metilamina
al 1%. (2g)
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2.7.3.  INMUNOENSAYO ENZIMATICO

El desarrollo de ensayos inmunoenzimaticos (EIAs) para detectar
virus en muestras fecales han mostrado que los astrovirus son una
importante causa de diarrea en paises en vias de desarrollo. La
aplicacién de un EIA para estudiar un brote que se dio en Estados
Unidos muestra que muchos mas casos fueron detectados por EIA
que por ME, es la técnica de diagnéstico mas extensamente usada.
Dicha técnica hace uso de un anticuerpo monoclonal y uno
policlonal, demostrando tener en algunos estudios una sensibilidad
del 91% y una especificidad del 98 % comparada con la IME. (24,47)

2.7.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA.

La técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y sus
variantes como la transcriptasa reversa acoplada a la reaccién en
cadena de la polimerasa (RT-PCR} es la mas requerida ya que
proporciona mayor sensibilidad y especificidad para el diagnéstico,
sobre todo si se pretende llegar hasta la identificacién de serotipos
virales. La PCR es un método que permite la rapida amplificacion y
deteccién in vitro del material genético (DNA)} que produce el
proceso de replicaciéon del mismo, mientras que la RT-PCR se usa
para retrotranscribir el RNA a cDNA mediante la enzima
transcriptasa reversa.go)

2.7.5. CULTIVO CELULAR

Todos los serotipos encontrados pueden ser cultivados en lineas
celulares de rinén de mono y en células de rifién de embrién
humano.uy Un mayor progreso en la investigacion de los
laboratorios para el diagndstico de astrovirus ha tenido como
resultado el encontrar que pueden ser propagadas en una linea
continua de células CaCo-2 de carcinoma de colon, asi como en
lineas celulares de hepatoma humano.s,24,47)

Los trabajos sobre Biologia Molecular en el diagnéstico de los
astrovirus ha incrementado el entendimiento acerca del genoma
viral, siendo una de las herramientas implementadas para la
deteccién de grupos y serotipos virales.(7,s,42,45)
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2.8. TRATAMIENTO

La gastroenteritis debida a astrovirus es generalmente poco severa,
aunque puede interrumpir las actividades normales de cada
individuo, es de caracter autolimitado, no se requiere de terapia
- especifica ya que no existe tratamiento antimicrobiano, sus
principales complicaciones son la deshidratacién y la desnutricién.
Esta ultima puede verse agravada por la practica comun e
inadecuada de disminuir o suspender la dieta habitual del paciente
durante la diarrea, por lo que se debe continuar con la
alimentacién habitual, en especial la lactancia materna. @7

La deshidratacion se puede tratar, de acuerdo con el resultado de
la evaluacion del estado de hidratacidon del paciente, aplicando uno
de los planes de tratamiento siguientes: plan A para prevenir la
deshidratacién y la desnutricién en sujetos no deshidratados; plan
B para tratar la deshidratacién por via oral y plan C con objeto de
tratar rapido, por via intravenosa, el estado de choque
hipovolémico. Las complicaciones tales como la deshidratacién
pueden desarrollarse en pacientes con enfermedad gastrointestinal
basicamente por un estado nutricional pobre, por una infecciéon
mixta severa, con inmunodeficiencia, o con enfermedad
prolongada. (9

2.9. PREVENCION

El poder interrumpir la transmisién es un factor clave para la
prevencion de la infeccién por astrovirus. Es pues fundamental
afirmar que es en la familia y en las condiciones de higiene de la
casa habitacion donde se puede intervenir, al fortalecer la practica
de la. higiene alrededor de las actividades concernientes a la
" alimentaciéon_ de los nifios, quienes son los seres mas expuestos a
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las diarreas agudas. En los adultos es igual, aunque es mas
frecuente que el mecanismo de la infeccién sea por vehiculo
comun, ingestién de agua o alimentos contaminados, mientras
que en el nifio las infecciones pueden ocurrir por manipulaciones
directas, en las condiciones de hacinamiento e insalubridad de
algunos hogares.

La falta de habitos higiénicos que se pueden dar en guarderias,
escuelas y lugares de reunion de mucha gente donde también la
transmision de persona a persona es facil que ocurra. Esto es
especialmente importante en hospitales y otras instituciones tales
como casas de la tercera edad.

La higiene del agua y de los alimentos, entre ellos los mariscos,
desempenia el papel mas importante en la prevencion eficaz de las
diarrea por astrovirus , prevista desde las instalaciones hidraulicas
de la comunidad y del hogar, con el aseguramiento del agua
potable y los servicios de distribucién y proteccion del agua, como
del cuidado de los alimentos y utilizacién de letrinas o fosas
sépticas con retretes protegidos. 47,49)
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los astrovirus son agentes que han adquirido gran importancia
dado a que se han detectado en varios paises como una causa de
diarrea aguda, determinandose ademas como agente importante
de infeccién nosocomial, infectando a todos los grupos de edad,
principalmente a nifios menores de S anos de edad. En México
poco se conoce de este agente y su asociaciéon a cuadros de diarrea
debido a que no se cuenta con una técnica adecuada y accesible en
todos los laboratorios para su deteccion, por lo que mediante este
estudio se pretende evidenciar la presencia del astrovirus en nifios
menores de S5 afios con diarrea aguda en algunas regiones
geograficas del pais.

Este estudio permitira conocer si los astrovirus estan presentes en
muestras fecales de nifios que han cursado por un proceso
diarreico, lo que nos permitira determinar la posible asociacion de
estos agentes con la diarrea aguda infantil.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de astrovirus en ninos con diarrea aguda
provenientes de algunos estados de la Republica Mexicana.

B 4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

= Determinar -la presencia de astrovirus en nifios con
cuadros diarreicos mediante un ensayo inmunoenzimatico.

= - Conocer los grupos de edad mas afectados dentro de una
- poblacién de nifios de 0-5 afios en muestras analizadas
con la infeccién por astrovirus.

= Determinar el periodo estacional de la diarrea asociada a
astrovirus.

= Conocer las principales manifestaciones clinicas de la
infeccién por astrovirus.
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5. HIPOTESIS

Los astrovirus se han detectado a nivel mundial como una causa
de diarrea aguda en la poblacion infantil. Se conoce acerca del
papel que juegan estos virus en la salud publica a través de
estudios realizados en gran parte del mundo indicando que las
infecciones por astrovirus ocurrer alrededor de los S aros de edad
en el 60 a 80 % de las poblaciones analizadas. Por lo que este
trabajo pretende demostrar que los astrovirus se encuentran
asociados a cuadros diarreicos en nifios menores de S afios en
nuestro pais.
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6. MATERIAL Y METODO

6.1.- MATERIAL

'6.1.1. MATERIAL BIOLOGICO

Durante el periodo Mar 99-May 01 se analizaron 320 muestras
diarreicas de nifios menores de 5 afios negativas a rotavirus por la
técnica de rotaforesis y negativas a adenovirus por un ensayo
inmunoenzimatico. Procedentes de diferentes estados de la
Republica Mexicana (Chihuahua, Monterrey, Tamaulipas, Hidalgo,
Distrito Federal, Quintana Roo, Campeche y Yucatan); las cuales
fueron analizadas para el diagnostico de astrovirus mediante un
ensayo inmunoenzimatico (EIA).

6.1.2. MATERIAL Y EQUIPO DE LABORATORIO

Micro placas de 96 pocillos (8x12)

Tubos Eppendorf de 1500uL.

Pipetas Pasteur

Pipetas graduadas de 10 mL.

Micro pipetas de hasta 1000 pL de capacidad. .

Puntas estériles para micro pipeta de 100 a 1000 pL de capac1dad
Papel absorbente.

Vértex Genie-2 VWR.

Estufa incubadora a 37°C “Thelco Modelo 6”.

Lector de EIA “Bio Kit Modelo El x 800".
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6.1.3. REACTIVOS

El Kit del inmunoensayo para astrovirus se compone de lo
siguiente:

Reactivo 1 110 mL de diluyente la cual contiene buffer salina,
< un agente antimicrobial y esta tefido de verde.

~Reactivo 2 2 mL de control positivo: astrovirus tipo 1 en una
soluciéon buffer conteniendo agente antimicrobiano.

~Reactivo 3 2 mL de control negativo : buffer conteniendo agente
antimicrobial ligeramente verde.

Reactivo 4 13 mL de reactivo de anticuerpo: astrovirus especifico
policlonal de conejo.

Reactivo 5 13 mL de conjugado anti IgG de conejo con
peroxidasa
de rabano en una solucidén proteica tamponada
con agente antimicrobial y tefiida de azul.

Reactivo 6 ..110'mL del‘concéntrado de buffer de lavado.

11 mL'del ustrato parte A: buffer que contiene

‘ Reac'tivld, 7
CT tetrametil benc1d1na (TMB) y agente antimicrobial.

' k‘Rea{:‘t'ivé 8 . 1 1 mL del sustrato parte B: Buffer que contiene
: “ - peroxido de hidrégeno y agente antimicrobial.

: Reaétri‘vé"g 11 mL de la solucién de término de reaccién
B (H2S04 0,46 mol /L.)
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6.2, METODOLOGIA
6.2.1. FUNDAMENTO:

El ensayo inmunoenzimatico, utiliza un anticuerpo monoclonal y
un anticuerpo policlonal en un inmunoensayo de fase sélida para
detectar el antigeno de astrovirus. Los micro pozos separables son

" cubiertos con un anticuerpo monoclonal especifico de astrovirus.
Es adicionada la suspension fecal en la micro placa y el antigeno
del astrovirus presente en la muestra es capturado en la fase
sélida. El anticuerpo especifico policlonal de conejo para astrovirus
es adicionado a la micro placa los cuales se ligan a algan antigeno
de astrovirus capturado, se adiciona el conjugado el cual se une a
algiin anticuerpo policlonal. La presencia de un anticuerpo
marcado enzimaticamente y la adicién de un cromégeno da como
resultado un cambio de color indicando la presencia del antigeno
de astrovirus en la muestra fecal.

6.2.2. PROCEDIMIENTO

Colocar en tubos Eppendorf 100 pL de materia fecal, adicionar 1mL
de reactivo 1, mezclar ligeramente en vortex, dejar reposar 10’ a
temperatura ambiente. Adicionar a cada micro pocillo 2 gotas de la
suspension de materia fecal e incubar a 37°C 60’. Desechar
totalmente el contenido de los pocillos y realizar 4 lavados con
350uL de reactivo 6 (previamente diluido en agua 1:24) Adicionar 2
gotas del reactivo 4, e incubar a 37°C 30’, realizar nuevamente 4
lavados, y adicionar 2 gotas de reactivo 5, e incubar a 37°C 30’,
lavar 4 veces con reactivo 6, adicionar una gota de reactivo 7 e
inmediatamente adicionar una gota de reactivo 8 mezclando
suavemente el contenido de los pocillos para incubar a 37°C 10
Realizar la lectura de los resultados * y adicionar una gota de
solucién de paro y mezclar.

*La lectura de los resultados puede realizarse visualmente
considerando como prueba positiva la presencia de un producto de
color azul o determinar la absorbancia fotométricamente a
450nm.(13)
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6.2.3. DIAGRAMA DE FLUJO

Adicionar 2 gotas (100pL.) de la muestra fecal diluida a la placa de ELISA.
l Incubar a 37 °C por 60 min.

Lavar 4 veces.

{

Adicionar 2 gotas(100uL) del reactivo de anticuerpo

l Incubar a 37 °C por 30 min.

Lavar 4 veces.

'

Adicionar 2 gotas (100pL) del conjugado
l Incubar a 37 °C por 30 min.

Lavar 4 veces.

Adicionar 1‘gota (50pL) del substrato parte A
Adicionar 1 gota (50uL) del substrato parte B

l Incubar a 37 °C por 10min.
Leer visualmente (azul)

!

Adicionar 1 gota (50uL) de la solucion de paro

!

Leer la absorbancia fotométricamente a 450 nm (amarillo)

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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7. DISENO DE INVESTIGACION

~7.1. TIPO DE ESTUDIO

Prospectlvo observacwnal transversal y descriptivo.

o 7. 2 CRITERIOS DE INCLUSION

.Poblacmn de estudlo nifios con diarrea aguda .

.. Edad ;' menores de cinco afios.
S ~{5Muestras diarreicas procedentes de los hospitales que conforman
.--1a*‘Red de Hospitales de Vigilancia Epidemioldégica (RHOVE).

- . Diarrea agud
<5 Edad kdel pame'

“Sexo '

T Estadlstlca descr: ptlva.

A " ‘Periodo de estudio: duracion dos afios (Marzo 1999-Mayo 2001)
Tamano de muestra: 320 muestras diarreicas.

7.3, CRITERIOS DE EXCLUSION

_Adultos y ancianos
Pacientes inmunodeprimidos (con SIDA, leucemia, cancer)
Diarreas con duracién mayores de 2 semanas

. 7.4. CRITERIOS DE ELIMINACICN
o Muestra no dlarrelca

7. 5 VARIABLES DEPENDIENTES

'7;"6.- TVARIABLE ADEPENDIENTES =

Re Pa'é_ién ados con antibiéticos.

o :7 7 DISENO ES DISTICO S A

" Estadistica inferencial”
“Prueba de analisis de X2.
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8.-RESULTADOS

En el presente estudio se analizaron 320 muestras diarreicas
durante el periodo de Mar 99-May 01 de nifios menores de 5
afios negativas a rotavirus por la técnica de rotaforesis y negativas
a adenovirus mediante un ensayo inmunoenzimatico. Procedentes
de diferentes estados de la Republica Mexicana : Chihuahua,
Monterrey, Tamaulipas, Hidalgo, Distrito Federal, Quintana Roo,
Campeche y Yucatan; las cuales fueron analizadas para el
diagnéstico de astrovirus por inmunoensayo enzimadtico.

Del total de muestras analizadas se observé que 14 (4.4%) fueron
positivas a AstVsH. Tabla 3 y Grafica 1

Las muestras positivas a AstVsH se presentaron distribuidas en
Chihuahua, Monterrey, Hidalgo, DF., Campeche y Quintana Roo,
observandose un mayor numero de casos positivos en el Distrito
Federal, mientras que en los estados de Tamaulipas y Yucatan no
se encontrd ningan caso positivo. Figura 4 y Grafica 2

Del total de las muestras estudiadas de ninos menores de 5 anos,
que se recibieron en el laboratorio de virus gastrointestinales, las
edades en donde se observd la presencia de astrovirus fue de 1-22
meses. De los 14 casos positivos, la mayoria de las muestras
corresponden a nifios de 8-13 meses de edad. Tabla 3 y Grafica 3

Tomando en cuenta el numero total de muestras analizadas de
Marzo de 1999 a Mayo del 2001 se ordenaron trimestralmente
comparando el nimero de muestras tanto positivas como negativas
obtenidas durante estos afos de estudio. Grafica 4

La circulacién de estos agentes virales se presenté durante los
meses de septiembre-mayo, asimismo, fue posible determinar que
el mayor niimero de casos positivos a astrovirus fue de octubre a
enero. Griafica 5
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Se observé que no existe diferencia de acuerdo al sexo en el
numero de casos positivos a astrovirus. Tabla 3 .

Las manifestaciones clinicas se obtuvieron consultando las
encuestas de diarreas de la Secretaria de Salud disenadas para el
Programa de Vigilancia Epidemiolégica de Diarrea por Rotavirus
que se registraron en el momento de la toma de muestra.

Las manifestaciones clinicas mas importantes que se tomaron en
cuenta de las muestras positivas a astrovirus fueron las que
presentaron : de 3 a 8 evacuaciones por dia (64.28%), vomito
(42.85%), temperatura mayor de 38°C ( 21.42%) y deshidratacién
(57.14 %). Tabla 6

El analisis estadistico de los datos obtenidos se llevé a cabo
mediante la prueba Ji-Cuadrada (x2) de Independencia utilizando
tablas de contingencia, de esta manera se confrontaron todas las
edades de los pacientes tanto de muestras positivas como
negativas y la temporada en la que se registran todos los casos
tanto positivos como negativos, determinando si la edad y la
temporada son eventos dependientes o independientes a la
infeccion por astrovirus . Tablas 4 y 5.

Para el estudio de las caracteristicas clinicas se llevé acabo el
analisis con la misma prueba estadistica en la cual se determina si
el numero de evacuaciones es un factor independiente o
dependiente a la infeccién por astrovirus, separando el niimero de
pacientes que presentaron de 3 a 8 evacuaciones en 24 horas de
aquellos pacientes que referian menos de 3 evacuaciones o que
presentaban méas de 8 evacuaciones, obteniéndose 8 casos
positivos por astrovirus que presentaban de 3 a 8 evacuaciones en
24 horas y 205 casos que presentaban este mismo numero de
evacuaciones siendo negativas a astrovirus. Tabla 7

Al igual que para el numero de evacuaciones se realizé6 una tabla

de contingencia entre la presencia o ausencia de vomito y el
numero tanto de casos positivos como negativos obteniéndose 6
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casos positivos con presenma de vomito y 103 casos negatwos a
astrovirus con este mismo sintoma. Tabla 8 )

Para la tabla de contingencia de temperatura mayor de 38°C " se
obtuvieron 1nicamente 3 casos positivos a astrovirus:con este
sintoma y 158 casos negativos con este mismo sintoma, el resto de
los casos no presentaba una temperatura mayor a 38°C ~estos
datos se obtuvieron de 296 encuestas de un total de 320 el resto de
las encuestas no referian este dato. Tabla 9

Con respecto a la deshidratacion se calculé la Ji-Cuadrada (x2), al
igual que con las tablas anteriores, para determinar si esta era un
evento dependiente o independiente a la infeccién por astrovirus.
Se presentaron 8 casos positivos con deshidratacion y 224 casos
negativos con deshidratacién . Tabla 10.
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Tabla 3. MUESTRAS POSITIVAS A ASTROVIRUS EN NINOS CON
DIARREA AGUDA.

TR
7 m Se -99
WS Novioo LT
10m Nov-99 Chlhuahua

A A R vl~¢,1*;‘q>,'«;:§ ::wwrw
R Pt e !&%‘WM“‘%” 2 ,E"Haf“gog
8m Oct-00 Distrito Federal

Campeche

* Dentro del rango de edad que comprende de 1-22 meses se obtuvo un

) TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Fig. 4. CIRCULACION DE AstVsH EN ALGUNAS
REGIONES GEOGRAFICAS DEL PAIS.

) . RQuintana
: < YL/ v Roo.
‘_‘,\"/ 1 Campeche

/4

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Graf.1. FRECUENCIA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS
EN LA DETECCION DE ASTROVIRUS.
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Graf. 2. PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS POSITIVAS, -
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Gralf. 3 FRECUENCIA DE ASTROVIRUS EN NINOS CUYAS EDADES
' SE AGRUPARON POR TRIMESTRE. e
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Graf. 4. DISTRIBUCION TRIMESTRAL DE MARZO DE 1999 A MAYO
' DEL 2001 DE LAS MUESTRAS PROCESADAS.

- W & U &
O‘ (=2 — I — R — T —~ A —
| | ' 1 ' Y

\

1

<

ler 2do 3er 4to Sto

6to

7mo 8vo 9no

trim. trim. trim. trim. trim trim. trim. trim. trim,

46

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Z
o

o
m

NO0<_ 40T VONPO

Graf. 5. DISTRIBUCION MENSUAL DE LOS CASOS
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Tabla 4, Tabla de contingencia entre el namero de casos positivos
y negativos a astrovirusy la edad del paciente.

| EDAD | POS [ NEG TOTAL |
0-6 1 74 75
7-12 9 130 139
13-18 3 50 53
19-24 1 25 26
25-30 0 2 2
31-36 0 15 15
37-42 0 3 3
43-48 0 6. .6
49.54 E 0. 0
55-60 0 1 1
I 14 | 306 320 |

Ho : La edad es un factor independiente a la infeccién por

astrovirus.

Ha: La" edad es un factor dependiente a la infeccién por

- .-astrovirus,

| :;‘fa 1%
' ' 202/£—32461
X2Calc 461

: le'abla 21 66

L .Conclusu'm : Se acepta la Ho con a=0.01.
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Tabla 5 . Tabla de contingencia entre las muestras analizadas
¥y su agrupacion por trimestre de marzo de 1999 a mayo
de 2001.
| TRIMESTRE | =~ POS i NEG | TOTAL

1° 0 28 28
2° 0 25 25
3° 3 17 20
4° 2 17 19
5° 1 23 24
6° 0 26 26
7° 2 44 46

LA ROy i I b e G T R < VR 1<)
9° 3 63 66

|14 | 306 | 320 |

"Ho: La temporada es independiente a la infeccion por astrovirus.
‘Ha :- La temporada es dependiente a la infeccién por astrovirus.

a=1% =001
zo2/e=133077

=10

- X*Tabla= 20,.09.‘

S :"Cohciuéiéh : Se acepta la Ho con a = 0.01,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Tabla 6. Manifestaciones clinicas de la infeccién por AstVsH.

*InDRE : Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiolégicos.
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Tabla 7. Tabla de contingencia entre el niumero de evacuaciones
por dia y los casos positivos y negativos a la infeccién
por astrovirus.

I 149 | 306 || 320 -]}

Ho : El ntmero de evacuaciones es un factor independiente a la
infeccion por astrovirus.

Ha : El numero de evacuaciones es un factor dependiente a la
infeccién por astrovirus.

a=1% =0.01
202/ e=132023

X,ZCalc:‘ 0.23

: ;l'X,?fI'abla:' 6.63 - , TESIS CON
' FALLA DE ORIGEN

» Conélusic‘:n : Se acepta la Ho con a = 0.01.
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Tabla 8. Tabla de contingencia entre el vémitoy los casos
positivos y negativos a la infeccién por astrovirus.

Ho : El vémito es un evento independiente a la infeccion por

astrovirus.

Ha : El vomito es un evento dependiente a la infeccién por
astrovirus.

a=1% =001

‘zo2/e=31071

! x2Ca1c=f, 0.71 TESIS CON

Lran= 660 FALLA DE ORIGEN

- Conclusién : Se acepta la Ho con a = 0.01.
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Tabla 9.Tabla de contingencia entre la temperatura > 38°C y
los casos positivos y negativos a la infecciéon por
astrovirus,

Ho : La temperatura > 38°C es un evento independiente a la

infeccion por astrovirus.
Ha : La temperatura > 38°C es un evento dependiente a la

infeccién por astrovirus.

a=1% =001
2 0?2/e=30036

: x2Calc"‘ 436 | o TESIS CON
’ | FALLA DE ORIGEN

: ""?}:’ X,Z’I'abla 63’ )

' Conélﬁsién : Se acepta la Ho con a = 0.01.
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Tabla 10. Tabla de contingencia entre la deshidratacién y los
casos positivos y negativos a la infeccién por astrovirus.

I 14

306

320 |

Ho : La deshidratacién es un evento independiente a la infeccién

por astrovirus.

Ha : La deshidrataciéon es un evento dependiente a la infeccién

por astrovirus.

a=1% =001
. zo0/e=31062

L Xcaie= 262
SN xzrabla'; 6}63 ;v i

;Conclusic‘)ri : Se acepta la Ho con a = 0.01.
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9. ANALISIS DE RESULTADOS

El ensayo inmunoenzimatico es uno de los métodos mas rapidos
en la deteccidon de astrovirus en muestras fecales humanas, se ha
demostrado que tiene una sensibilidad y especificidad del 100 %
comparada con . inmunomicroscopia electréonica y microscopia
electrénica.

En este ensayo se consideraba un resultado como positivo al
obtenerse un color azul después de la adicion del sustrato y
muestras incoloras semejantes al control negativo se consideraban
como negativas a la infeccibn por astrovirus, ademas de la
determinacidén visual se considerd la determinacién fotométrica en
la cual si se obtenia un valor de 0.5 o mas unidades de
absorbancia se consideraba como positivo mientras que un valor
menor hasta de 0.150 unidades de absorbancia se consideraba
como negativo.

Los resultados obtenidos mediante este ensayo inmunoenzimatico
permitieron determinar la presencia de astrovirus asociados a
cuadros de diarrea aguda en la poblaciéon infantil menor de 5
anos. :

Asimismo, nos permitié analizar e inferir acerca de la epidemiologia
de este agente y comparar los resultados obtenidos en base a lo
reportado por la literatura .

. Es de importancia destacar que, en México sblo ha sido reportado
un ‘estudio realizado con diferentes estados del pais (Mérida,
‘Monterrey, San Luis Potosi, Tlaxcala y DF.).

. :Del total de muestras analizadas 14 (4.4%) fueron positivas a
2. AstVsH, lo que correlaciona con lo reportado por otros autores a
“ nivel mundial. Se obtuvieron casos positivos en 6 de los estados
-incluidos, sin embargo el mayor numero de casos se obtuvo en el
DF. Al respecto cabe sefalar que es de gran importancia el
demostrar que este agente circula en nuestro pais, ya que la

- mayoria de la poblacién desconoce su existencia y las

consecuencias que puede tener en la poblacién infantil.
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Las muestras analizadas para astrovirus durante estos dos afos
fueron enviadas por algunos estados que conforman la Red de
Hospitales de Vigilancia Epidemiolégica (RHOVE) y como se puede
observar en la Grafica 4., hubo un aumento en el envio de
muestras en el 2001 y principalmente de diciembre a mayo, sin
embargo en los dos afios de estudio las infecciones por este virus
se presentaron principalmente en los meses de octubre a marzo,
donde el mayor nimero de casos se presentd en los meses de
octubre, noviembre, diciembre y enero no registrandose ningun
caso en los meses de abril, junio, julio y agosto.

Es de importancia sefalar que la deteccion de astrovirus se
presenté en los mismos meses de invierno, donde circula rotavirus;

Asimismo fue posible demostrar la circulacién de estos agentes en
algunos estados de la Republica Mexicana donde su chma es
marcadamente extremoso .

En particular resta en gran parte por explicar la distribuciéon
estacional de la infecciébn por astrovirus aunque ha sido
documentado que la mayoria de las infecciones por astrovirus se
presentan durante los meses de invierno en climas templados y
durante la época lluviosa en climas tropicales. Aunque existe una
alta incidencia durante los meses de invierno, es probable que, en
climas tropicales, la temporada de lluvias crea condiciones lo cual
incrementa las oportunidades de transmisién y propagacién de
este virus.

Algunos de los estudios que se han realizado sobre la edad de la
infeccién por astrovirus, indican que el anticuerpo es adquirido
antes de los cinco afios de edad, otros estudios han visto la
prevalencia de astrovirus entre nifios menores de cinco afios de
edad quienes han sido divididos separandolos dentro de grupos de
un ano de edad ayudando a clarificar la cuestién de edad de
distribucion .

Nuestros datos obtenidos, demostraron la presencia de estos
agentes en muestras fecales de nifios donde las edades en las que
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se observé la presencia de astrovirus fue de 1-22 meses en
donde el grupo de edad mas afectado por la infeccién de astrovirus
fue de 7-9 meses de edad. No obstante, en cuanto al numero
pequeriio de muestras positivas obtenidas, no es posible concluir de
manera contundente acerca de la distribucion de estos agentes en
los nifios menores de 5 arfios de edad en la poblacién infantil
mexicana.

Las manifestaciones clinicas mas sobresalientes de la infeccién por
astrovirus fueron la diarrea presentandose de 3 a 8 evacuaciones
por dia, vomito, temperatura mayor de 38 °C y deshidratacion lo
cual correlaciona con las manifestaciones clinicas reportadas por
este virus, y a su vez no muestran ninguna diferencia significativa
con las manifestaciones clinicas presentadas por otros agentes.
virales.

Por otro lado analizando los resultados obtenidos estadisticamente
tanto de muestras positivas como negativas mediante la prueba
Ji-Cuadrada (x2) se determino si la edad y la temporada son
eventos dependientes o independientes a la infeccién por
astrovirus, en lo que respecta a la edad se concluye
estadisticamente que la edad es un evento independiente a la
infeccién por astrovirus ya que la xX2cai cae dentro de la region de
aceptaciéon, determinandose por lo tanto que a cualquier edad los
nifios menores de 5 arfios en este caso pueden presentar infeccién
por astrovirus.

Mientras que con los datos ordenados por trimestre se concluye
que la temporada es un evento independiente a la infeccidon por
astrovirus ya que lax? de tablas es superior a la X2caic. Lo cual nos
indica que astrovirus no tiene una estacionalidad determinada
pudiendo caer dentro de cualquier mes del afno. Interesantemente,
la distribucién estacional de la infeccién por astrovirus es diferente
de la que se observa para la diseminaciéon de muchos patégenos
por via fecal-oral sin embargo esta es similar al patrén observado
para rotavirus.
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Analizando los resultados obtenidos para ‘las: caracterxstlcas
clinicas con el mismo estadigrafo de prueba se: determiné que! el
numero de evacuaciones, el vémito, la temperatura mayor- de‘,38°
y la deshldratacmn eran eventos mdepend1entes a la infeccién por
astrovirus. s

Estos resultados nos confirman lo ya establecido en la:literatura
respecto a que no hay diferencia significativa . entre 'la
sintomatologia por astrovirus y otros agentes virales,

Sin embargo muchas preguntas aun contintian con respecto a la
epidemiologia de astrovirus, por lo que se requieren mas estudios
epidemiolégicos que contemplen también varios afios de estudio,
en diferentes ambientes para determinar la importancia de la
enfermedad por astrovirus, en especial, el riesgo de enfermedad
severa en ambientes hospitalarios y los diferentes serotipos en
circulacion.

La utilizacion de técnicas inmunoenzimaticas y de biologia
molecular como RT-PCR seria fundamental para el diagndstico de
este agente en heces; lo cual permitira tener un conocimiento del
papel etiolégico de los AstVsH asociados a gastroenteritis.

Estas investigaciones son importantes para determinar si el
desarrollo de una vacuna contra la diarrea por astrovirus debera
ser considerado una prioridad de salud publica.
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10. CONCLUSIONES

En nuestro pais la circulaciéon de AstVsH no ha sido ampliamente
estudiada y se tienen muy pocos datos sobre la frecuencia,
estacionalidad y grupo de edad de este agente por lo que el
objetivo general de este trabajo fue detectar la presencia de
astrovirus en nifios con diarrea aguda, provenientes de algunos
estados de la Republica Mexicana, mediante un ensayo
inmunoenzimatico, para el diagnéstico de este agente.

Este estudio preliminar permitidé determinar la presencia de
astrovirus asociados a cuadros de diarrea aguda en la poblacion
infantil menor de 2 afios, en donde el grupo de edad mas
afectado por la infeccion de astrovirus fue de 7-9 meses de edad.

Asimismo fue posible demostrar la circulacién de estos agentes en.
algunos estados de la Republica Mexicana donde su clima es.
marcadamente extremoso, ademas de observar que el mayor
numero de muestras positivas fueron del D. F.

Durante el periodo de estudio (Mar 99-May 01l) es importante
resaltar que los casos positivos a AstVsH se presentaron
principalmente en los meses de octubre a marzo, misma
estacionalidad que presenta la infeccién por rotavirus en nuestro

pais.

Las manifestaciones clinicas mas sobresalientes de la infeccién por
astrovirus fueron diarrea presentandose de 3 a 8 evacuaciones
por dia, vomito, temperatura mayor de 38 °C y deshidratacion.

GALE
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11. ANEXO 1

FORMULAS ESTAD{STICAS

GRADOS DE LIBERTAD (c-'1) (F-1)
= AT

NIVEL DE SIGNI ICIA:.a= 1% = o o1 ,
NUMERO DE LAS FRECUENCIAS OBSERVADAS Og

NUMERO DE NCIAS ESPERADAS Elj
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