Procesamiento Técnico Documental, Digital

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
FACULTAD DE CIENCIAS

MAESTRIA EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y ZOONOTICAS

AUTONOMA

\ DE HONDURAS ,

“Epidemiologia molecular de virus entéricos asociados con gastroenteritis en nifios

menores de cinco afos en Tegucigalpa, Honduras”

TESIS SUSTENTADA POR:

JOSE JAFET ORTIZ QUINTERO

PARA OPTAR AL GRADO DE MASTER EN ENFERMEDADES

INFECCIOSAS Y ZOONOTICAS

TEGUCIGALPA M.D.C. JUNIO 2012 HONDURAS C. A.

Derechos reservados



Procesamiento Técnico Documental, Digital

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
FACULTAD DE CIENCIAS

MAESTRIA EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y ZOONOTICAS

RECTORA

JULIETA CASTELLANOS, M.Sc.

VICERRECTORA ACADEMICA

RUTILIA CALDERON, Ph.D.

DIRECTORA DEL SISTEMA DE ESTUDIOS DE POSTGRADO

OLGA MARINA JOYA, Ph.D.

DECANA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS

MIRNA MARIN, Ph.D.

COORDINADORA DEL POSTGRADO EN ENFERMEDADES
INFECCIOSAS Y ZOONOTICAS

MARITZA CANALES GIRON, M.Sc.

TEGUCIGALPA, M.D.C. JUNIO 2012 HONDURAS C. A.

Derechos reservados



Procesamiento Técnico Documental, Digital

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
FACULTAD DE CIENCIAS

MAESTRIA EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y ZOONOTICAS

ASESOR DE TESIS

ANNABELLE FERRERA, Ph.D.

TERNA EXAMINADORA:

ANNABELLE FERRERA, Ph.D.

MARIBEL RIVERA, M.D.

FELIX ESPINOZA, Ph.D.

TEGUCIGALPA, M.D.C. JUNIO 2012 HONDURAS C. A.

Derechos reservados



Procesamiento Técnico Documental, Digital

Esta tesis es dedicada a mi familia:
A mis padres, Arturo Ortiz y Benilda Quintero

A mis hermanos, Jasmin y Josael

Derechos reservados



Procesamiento Técnico Documental, Digital

AGRADECIMIENTOS

Deseo agradecer primeramente a Dios por brindarme esta oportunidad, por darme
sabiduria para poder finalizar con éxito este proyecto y por su gran misericordia y
cuidados hacia mi persona.

Agradezco también muy especialmente a la Dra. Annabelle Ferrera, mi asesora de tesis,
por sus consejos y constante apoyo en la ejecucion de este proyecto de tesis.

Al equipo Teasdale-Corti Honduras-Canad4, Dra. Ana Sanchez, Dra. Lourdes
Enriquez, Dra. Maritza Canales, Dr. Gustavo Fontecha, Dra. Ada Zelaya, Dra.
Vilma Espinoza y Dra. Doris Quan por sus invaluables consejos, recomendaciones y
palabras de animos que contribuyeron grandemente al desarrollo de esta investigacion.
Agradezco también al Dr. José Paulo G. Leite y al equipo del Laboratorio de Virologia
Comparada del Instituto Fiocruz, por brindarme entrenamiento en técnicas de diagndstico
molecular de virus entéricos, lo cual fue fundamental para el desarrollo de esta tesis.

Asi mismo, a mis compafieros de Maestria, Cynthia Rodriguez, Lilian Sosa, David
Martinez, Suyapa Mendoza, Carmen Galo, Jessy Espinoza, Maria Mercedes Rueda y
Maria Concepcion Medina, gracias por compartir en esta etapa momentos de estudio y
de preocupacion pero también de alegrias y diversion. Con ustedes me senti muy
acompafiado y animado en cada momento.

A mi familia y amigos por sus palabras de animos, apoyo incondicional y ayuda en

muchos momentos.

A todos ustedes, muchas gracias.

Derechos reservados



Procesamiento Técnico Documental, Digital

INDICE DE CONTENIDO

LISTA DE FIGURAS . ...ttt ne e [
LISTA DE TABLAS ...ttt bbbttt nnae s i
LISTA DE ANEXOS ... .ottt sttt ettt ebe e se e be e nane e ii
LISTADE ABREVIATURAS .. ...ttt \Y;
CAPITULOD Lottt 1
1. INTRODUCCION.....oooooieeieteeeeseeteee sttt et s st sanee s, 1
CAPITULO 2.ttt 4
2. MARCO TEORICO ...viiiiieiieieiee ettt 4
2.1. Diarreas y mortalidad infantil ............c.cccoooeiiiiiiie e 4
2.2.  Definicidn y causas de 1aS dIArreas ...........ccevverueiiieiieeiecie e 6
2.3.  Situacion actual de las diarreas VIrales............ccoovvereinineiisineicescce e 8
2.4.  Agentes etioldgicos virales Mas impPOrtantes ...........ccoevveerenieineneiesieseseeese e 11
2.4. 1. ROTAVITUS ..ottt bbbt bbb 11
2.4.2. INOTOVITUS ...uitiiite ettt ettt ab ettt 16
2.4.3.  ASITOVITUS. ....oiiiiiieiiiiiiteee ettt 23
CAPITULO 3.ttt 28
3. METODOLOGIA ..ottt 28
3.1, ODJELIVO GENETAL ....coeiiiiiiiieeee et et 28
3.2, ODJetivoS SPECITICOS. ... ccviiiieiiiiieiie ettt sre e 28
IO T o [0 0] (=Y RSSO 29
3.4, Disefio de INVESLIGACION .......c.cviuiiiiieiiiieiieese e 29
3.5, Periodo de ESUTIO .....coviiiieiiiiiieeeee s 29
3.6.  PODIACION dE ESTUAIO......c.eiviieiiiiiieieicsteeese e 29

Derechos reservados



Procesamiento Técnico Documental, Digital

3.7, Tamafio 08 MUESEIA .....cveiiitiieiisie ettt 30
3.8.  Seleccion de 10S PArtiCIPANTES ......ccveveieerieeiesee st eree e eee e sre e e e e 31
3.9.  ColecCion de 1aS MUEBSIIAS. .......cciiieieiirieiieeeie et 32
3.10. Analisis de 1aD0ratorio ..........ccouoiiiiiiiecse e 32
3.10.1. Preparacion de suspensiones fecales...........coovovviveieeieiicie e 32
3.10.2. Deteccion de rotavirus del grupo A (RV-A) ......ccceiveieiieiniieneesessie e 33
3.10.3. Deteccion de astrovirus humanos (HASEV) ....c.ooveiveieiieciisc e 33
3.10.4. Extraccion de &cido ribonucleico (ARN)........coiiviiieneiseeee e 33
3.10.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE).........cccoceiiiiiiienienieiienns 34
3.10.6.  Transcripcion reversa (RT) para rotavirus y NOrOVIrUS..........c.ccccvevvervennns 34
3.10.7.  Transcripcion reversa (RT) para astrOVIrUS ........cceeveevereereeseesiesseeseenenns 35
3.10.8.  Deteccion del gen VP7 de rotavirus.........cccoovvereinenerinenieseese s 35
3.10.9.  Confirmacion de astrovirus humanos por RT-PCR ........cccccocvvviviiinnnnnn, 37
3.10.10.  Deteccién de norovirus humanos por RT-PCR........c.ccccoceviieienniisnannn, 38
3.10.11.  Secuenciacion de nucleotidos y analisis filogenético ............ccccevevveieennnns 38
311, ANANSIS 0. TALOS ...t 40
3.11.1. Manejo de [0S dAOS .......ccueieiiiiiiieierieee e 40
3.11.2.  ANALISIS €StAAISTICO. ... cveueeiirieieieeiese s 40
3.12.  CONSIAEraCioNES ELICAS ...........c.cveevececeieeceeseese et 41
3.13.  Consideraciones de Bioseguridad.............cccovuervereiiieieeiie e see e sie e 41
CAPITULOD 4. 42
A, RESULTADOS ...ttt bbbt sbe e sttt e e be e e 42
CAPITULO 5.ttt 60
5. DISCUSION ....ovimriuiiseiseise st 60
CAPITULOD Bttt 68

Derechos reservados



Procesamiento Técnico Documental, Digital

B.  CONCLUSIONES.......coosverieeieeeiesiesiessesssss s sessssseessess s sesssss s ssses s asssssassessnens 68
CAPITULO 7.ttt 70
7. RECOMENDACIONES .......ovviieeieereeseisissiosseesssseessesssssssssss s sssssssss s asssnsssssessnees 70
CAPITULO 8.ttt sttt sttt 71
8. REFERENCIAS ......ovieieveeeeeeeeeeses s sssses s as st as s s 71
ANEXOS ....oooeveeisveeeteseeesees s s s s st enin s 80

Derechos reservados



Procesamiento Técnico Documental, Digital

No.

10.
11.

12.
13.

14.

15.

Derechos reservados

LISTA DE FIGURAS

Titulo de la Figura
Distribucion de las causas de muerte en nifios menores de cinco
afnos.
Clasificacion de la diarrea infecciosa aguda.
Representacion esquematica de la estructura del virion de
rotavirus.
Organizacién gendmica de los norovirus.
Representacion esquematica del genoma de los norovirus con
las localizaciones de las regiones mas utilizadas para la
amplificacion gendmica y genotipificacion del virus.
Organizacion del genoma de astrovirus humano.
Etiologia viral segun grupo de edad.
Distribucion de los agentes virales por mes de estudio en
Tegucigalpa, Honduras.
Comparacién de aspectos socioeconémicos y ambientales entre
infectados y no infectados por virus entéricos.
RT-PCR para astrovirus humanos.
Arbol filogenético de los genotipos de astrovirus circulantes en
Tegucigalpa.
RT-PCR para norovirus humanos.
Arbol filogenético de los genotipos circulantes de norovirus en
Tegucigalpa.
Arbol filogenético de las variantes del genotipo Gll.4 de
norovirus circulantes en Tegucigalpa.

PCR para el gen VP7 de rotavirus.

Pagina

11
18

20

24
44
46

48

49
o1

52
55

56

57



Procesamiento Técnico Documental, Digital

No.

10.

11.

12

13

LISTA DE TABLAS

Nombre de la tabla
Caracteristicas de los virus asociados a gastroenteritis en humanos.
Resultados de indicadores de la vigilancia de gastroenteritis por
rotavirus, Honduras 2005-2009
Estudios de epidemiologia molecular de astrovirus en Latinoamérica.
Prevalencia de virus entéricos en nifios menores de cinco afios con
diarrea aguda en Tegucigalpa, Honduras.
Distribucion por grupo de edad de los agentes virales identificados en
nifios menores de cinco afios con diarrea aguda en Tegucigalpa.
Distribucion segun género de los agentes virales identificados en nifios
menores de cinco afos con diarrea aguda en Tegucigalpa.
Distribucion por mes de estudio de los agentes virales identificados en
nifios menores de cinco afios con diarrea aguda en Tegucigalpa.
Aspectos clinicos del cuadro diarreico con etiologia viral presentado en
los nifios menores de cinco afios en Tegucigalpa, Honduras.
Distribucion de los agentes virales identificados en nifios menores de
cinco afos con diarrea aguda en Tegucigalpa de acuerdo a su estado
hospitalizado o ambulatorio.
Genotipos de astrovirus humanos detectados en la ciudad de Tegucigalpa
en niflos menores de cinco anos.
Genotipos de norovirus detectados en la ciudad de Tegucigalpa en nifios
menores de cinco afios.
Genotipos de rotavirus del grupo A detectados en la ciudad de
Tegucigalpa en nifios menores de cinco afos durante octubre 2010 — julio
2011,

Infeccion por rotavirus en nifios vacunados y no vacunados.

Derechos reservados

Pagina

10

27
42

43

45

45

47

47

50

53

58

59



Procesamiento Técnico Documental, Digital

No.

© 0 N o g bk~ w D PE

Derechos reservados

LISTA DE ANEXOS

Nombre del anexo
Flujograma de trabajo.
Solicitud de aprobacién ética.
Consentimiento informado.
Ficha de recoleccion de datos.
Aprobacion del comité de ética.
Aplicacion al comité de bioseguridad.
Mapa del &rea de estudio.
Procedimientos operativos estandar (POES).

Agradecimiento al donante.

Paginas
79
80
81
85
87
88
94
95
118



Procesamiento Técnico Documental, Digital

LISTA DE ABREVIATURAS

Aa Aminoécido

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNCc ADN complementario

ARN Acido ribonucleico

AdV Adenovirus

CME Criomicroscopia electrénica

DA Diarrea aguda

dATP Desoxiadenina trifosfato

dCTP Desoxicitosina trifosfato

dGTP Desoxiguanidina trifosfato

dTTP Desoxitimidina trifosfato

dNTPs Desoxirribonucleotidos trifosfato

DLP Del inglés “Double Layer Particle” — Particulas virales de capa doble
DMSO Dimetil sulfoxido

EDTA Acido Etilendiaminotetraacetico

EIE Ensayo inmunoenzimatico

GA Gastroenteritis aguda

HAV Virus de hepatitis A, del inglés “Hepatitis A Virus”
HAstV Del inglés “Human Astrovirus” - Astrovirus humanos
IFN-y Interferon gamma

IME Inmunomicroscopia electrdnica

Kb Kilobases

kDa Kilodalton

ME Microscopia electrénica

NLV Del inglés Norwalk-like virus — Virus semejantes al Norwalk
Nm Nanometro

Nt Nucleétido

NSP Proteinas no estructurales

NoV Norovirus

Derechos reservados



Procesamiento Técnico Documental, Digital

ORF
PAGE
pb
PCR

Poli(A)
RpRd
RV
RV-A
UTR
VLP

Derechos reservados

Del inglés “Open Reading Frame” — Marco de lectura abierto
Electroforesis en gel de poliacrilamida

Pares de bases

Del inglés “Polymerase Chain Reaction” - Reaccion en cadena de la
polimerasa

Secuencia repetitiva de nucleoétidos de adenina

ARN polimerasa dependiente de ARN

Rotavirus

Rotavirus del grupo A

Del inglés “Untranslated Region” — Regidn no traducida

Del inglés “Virus-like Particles” — Particulas semejantes a virus



Procesamiento Técnico Documental, Digital

CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

Las enfermedades diarreicas representan un problema muy grande de salud publica; en la
actualidad continuan siendo las primeras causas de morbilidad a nivel mundial [Kosek et
al., 2003] y una de las principales causas de mortalidad en paises en desarrollo [Boschi-
Pinto et al., 2008]. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que estas
enfermedades ocasionan cerca de 2 millones de muertes al afio, ocupando el segundo lugar
entre las causas de muerte por enfermedades infecciosas en todo el mundo, después de las
infecciones respiratorias agudas como la neumonia [World Health Organization (WHO),
2008]. La mayoria de estas muertes ocurren en nifios menores de cinco afios de edad y en
paises en desarrollo [Kosek et al., 2003]. En Honduras, las enfermedades diarreicas se
encuentran entre las causas principales de muertes y enfermedad severa entre nifios
menores de cinco afios. Entre los afios 2000 y 2004 se registraron en el pais medias
anuales de 222,000 visitas médicas, 4,390 hospitalizaciones y 162 muertes hospitalarias
por diarrea en nifios menores de cinco afios en instituciones sanitarias publicas [Solorzano

Giron et al., 2006].

Las diarreas de origen infeccioso pueden ser causadas por una gran variedad de
microorganismos patdgenos que incluye bacterias, parasitos y virus. Entre los virus, se ha
descrito a rotavirus como el principal agente etiol6gico de las diarreas en nifios menores
de 5 afios a nivel mundial [Parashar et al., 2006]. Asi mismo, virus como norovirus,
astrovirus, adenovirus 40/41, entre otros, han sido descritos como patdégenos entéricos; sin

embargo, su papel en las gastroenteritis virales ha sido subestimado debido a que las

1
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herramientas diagndsticas no han estado del todo disponibles para ser utilizadas en los
servicios de salud, principalmente en paises en desarrollo. La aplicacion de herramientas
diagnosticas con enfoque molecular como la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcripcion reversa (RT-PCR) ha demostrado la importante contribucion que tienen

estos agentes virales en la ocurrencia de diarrea aguda tanto en nifios como en adultos.

En Honduras, varios estudios han sido orientados a evaluar la prevalencia de algunos
agentes causantes de diarreas [Figueroa et al., 1992], y en el caso de las gastroenteritis
viricas se ha estudiado extensamente la epidemiologia molecular de rotavirus
proporcionando informacion muy importante sobre este patdgeno [Bourdett-Stanziola et
al., 2008; Ferrera et al., 2007]. En el marco de la posible introduccion de la vacuna contra
rotavirus, la Secretaria de Salud de Honduras implement6 en el 2005 la vigilancia
centinela de gastroenteritis por rotavirus, lo que ha permitido tener una vision mas clara
del papel de rotavirus como un agente importante que ocasiona cuadros severos de
gastroenteritis en nifios menores de cinco afios [Secretaria de Salud Honduras, 2007].
Posteriormente y siguiendo las recomendaciones de la OMS, en 2009, se introdujé al
esquema nacional de vacunacion la vacuna contra rotavirus aplicable a los nifios entre 2 y
6 meses de edad. Esta medida cambia enormemente la panordmica del pais en varios
aspectos, principalmente en la reduccion de atenciones meédicas por cuadros severos de
gastroenteritis en niflos menores de cinco afios, lo que incide directamente en una
reduccion de la mortalidad infantil. Sin embargo, y como lo apuntan investigadores de la
region, la introduccién de esta vacuna conlleva también a un cambio en los perfiles
epidemiolégicos de los virus entéricos, y por lo tanto resulta de suma importancia hacer

una evaluacién sobre estos aspectos. No obstante, Honduras presenta deficiencia de

2
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estudios con enfoque molecular sobre otros agentes etioldgicos virales responsables de
diarreas infantiles, y méas importante ain, datos que evallGen el comportamiento

epidemioldgico del rotavirus despues de la vacunacion.

El objetivo del presente estudio es por consiguiente la caracterizacion epidemioldgica y
molecular de rotavirus del grupo A, norovirus y astrovirus humanos, en muestras fecales

diarreicas en nifios menores de 5 afios en Tegucigalpa, Honduras.

Los datos obtenidos en esta investigacion podrian contribuir a llenar en parte el vacio de
conocimiento relacionado con la etiologia de las diarreas virales al determinar que
rotavirus del grupo A, norovirus y astrovirus humanos son agentes etioldgicos virales
causantes de gastroenteritis en la poblacién infantil en Tegucigalpa. Prueba de ello es que
las prevalencias encontradas, 13% y 5% para norovirus y astrovirus respectivamente,
resultan importantes, y en el caso de norovirus es casi similar a la de rotavirus (14%).

El perfil epidemioldgico de norovirus y astrovirus establece que son causantes de brotes
epidémicos en la poblacion en general, que son fuente reconocida de infecciones
nosocomiales de gastroenteritis y que pueden afectar en una alta proporcién a individuos
inmunocomprometidos. Por lo tanto, el hecho de demostrar la circulacion de estos dos
agentes virales, sugiere la necesidad de adicionarlos al programa de vigilancia de
gastroenteritis existente en el pais. Por otro lado, la realizacion de investigacion en este
tema ayudaria a dilucidar el impacto de estos virus entéricos en las gastroenteritis
infantiles a nivel nacional y su rol en la ocurrencia de brotes; esta informacion permitiria

establecer medidas de prevencidon y control adecuadas para las gastroenteritis virales.
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CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO

2.1. Diarreas y mortalidad infantil

Durante la cumbre del Milenio de las Naciones Unidas celebrada en la ciudad de Nueva
York en el afio 2000, los paises miembros con el proposito de reducir las desigualdades
entre las diferentes poblaciones del mundo firmaron la Declaracion de la Cumbre del
Milenio [United Nations (UN), 2000]. Desde esta cumbre, la comunidad internacional ha
elevado a niveles sin precedentes su compromiso con el cumplimiento de los Objetivos de
Desarrollo del Milenio (ODM) mediante su apoyo a iniciativas internacionales, nacionales
y locales. Honduras al igual que otros paises de la region es signatario de la Declaracion
de la Cumbre del Milenio de las Naciones Unidas, en la que se sefiala el compromiso del
pais para lograr la meta del objetivo 4 de los ODM que es “Reducir en dos terceras partes,
entre 1990 y 2015, la mortalidad de los nifios menores de cinco afios” [United Nations

(UN), 2010].

En el mundo, cerca de nueve millones de nifios menores de cinco afios mueren anualmente
[The United Nations Children’s Fund (UNICEF)/World Health Organization (WHO),
2009]. Estimaciones de las causas de muerte en nifios, demuestran que la neumonia, las
enfermedades diarreicas y la malaria contindan siendo las causas principales de muerte a
nivel mundial (Figura 1); en conjunto suman un estimado del 40% de todas las muertes de

nifios alrededor del mundo cada afio [World Health Organization (WHO), 2008].

Derechos reservados



Procesamiento Técnico Documental, Digital

Lesiones
4% —.
Enfermedades no transmisibles

—

%

Otras enfermedades
infecciosas y parasitarias

9%

Muertes neonatales

3%
VIH/SIDA
%

Sarampion

4%

Malaria
7%

Enfermedades diarreicas

16%

Infecciones
respiratorias agudas

17%

Figura 1. Distribucién de las causas de muerte en nifios menores de cinco afios. Adaptado

de [World Health Organization (WHQO), 2008].

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la mortalidad infantil se ha reducido a

nivel mundial, de 100 muertes por cada 1000 nacidos vivos en 1992 a 72 muertes por cada

1000 nacidos vivos en 2008. Sin embargo, esta reduccion no se esta llevando a cabo lo

suficientemente rapido como para cumplir con la meta propuesta en los ODM para el

2015. La OMS sugiere que es necesario retomar la atencion de las enfermedades

diarreicas como una de las causas principales de muerte en nifios menores de cinco afios

[United Nations (UN), 2010].
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2.2.  Definicién y causas de las diarreas

La OPS define diarrea como la ocurrencia de tres 0 mas evacuaciones liquidas o
semiliquidas por dia (0 mas evacuaciones de lo normal para un individuo) [Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), 2007]. La diarrea es una consecuencia de la disfuncion
en el transporte de agua y electrolitos a nivel del intestino delgado. Como resultado de esta
alteracion se produce un aumento de la frecuencia, cantidad y volumen de las heces, asi
como un cambio en su consistencia. Los mecanismos patogénicos que ocasionan diarrea
dependen de los agentes causales que la producen.

La diarrea infecciosa aguda es aquella que tiene una duracién menor de 14 dias; se
clasifica de manera practica en diarrea acuosa y diarrea con sangre y es causada por un
gran numero de virus, bacterias y protozoos (Figura 2). La diarrea acuosa, que es la de
interés en este documento, puede ser secretora u osmotica. La diarrea osmética es aquella
que se produce por un incremento de carbohidratos en el lumen intestinal, como
consecuencia de lesiones en las vellosidades intestinales y por la invasion de los
enterocitos de la vellosidad. La necrosis de la porcion superior de las vellosidades da lugar
a que en un periodo de 12-40 horas, los enterocitos de las criptas, que son enterocitos
secretores, cubran la vellosidad y den lugar a areas donde hay secrecién de liquidos y la
absorcion estd disminuida o ausente. Este mecanismo de produccién de diarrea osmética

es el que provocan la mayoria de agentes virales, principalmente los rotavirus.
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Diarrea

infecciosa aguda

Acuosa Con sangre
| | | |
Secretora Osmoética Invasiva No invasiva
Por ejemplo: Virus: Por ejemplo: Por ejemplo:
Vibrio cholerae Rotavirus, Shigella sp EHEC
ETEC Adenovirus. EIEC EPEC
h— — Parasitos: — C. jejuni — (. difficile

Giardia lamblia
Cryptosporidium

Y. enterocolitica

Figura 2. Clasificacion de la diarrea infecciosa aguda.

La mayoria de patdgenos que causan diarrea infecciosa aguda comparten como modo de

transmision la via fecal-oral. La infeccion se puede diseminar a través de agua y alimentos

contaminados o por el contacto directo persona a persona como resultado de una higiene

deficiente [The United Nations Children’s Fund (UNICEF)/World Health Organization

(WHO), 2009].

Derechos reservados



Procesamiento Técnico Documental, Digital

2.3. Situacion actual de las diarreas virales

Las enfermedades diarreicas contintan siendo una causa importante de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial, principalmente en paises en desarrollo [Kosek et al., 2003].
En paises industrializados, las enfermedades diarreicas son responsables de una alta
morbilidad debido a brotes de gastroenteritis en todos los grupos de edad [Glass et al.,
2000]. A partir de la década de los 1940s, los investigadores han considerado a los virus
como potenciales agentes de gastroenteritis, y en décadas posteriores se han asociado

diferentes virus con gastroenteritis (Tabla 1) [Wilhelmi et al., 2003].

Tabla 1. Caracteristicas de los virus asociados a gastroenteritis en humanos.

Rotavirus  Norovirus Astrovirus Adenovirus  Coronavirus

Acido dsRNA? sSRNAP sSRNA dsDNA° SSRNA
Nucleico

Tamario 70-80 nm 35-39 nm 28-30 nm 80-110 nm 120-160 nm
Envoltura No No No No Si
Familia Reoviridae Caliciviridae Astroviridae Adenoviridae Coronaviridae

2 Acido ribonucleico bicatenario

b Acido ribonucleico monocatenario

¢ Acido desoxirribonucleico bicatenario

Las gastroenteritis virales agudas presentan dos patrones epidemioldgicos: gastroenteritis
esporadica y la gastroenteritis epidémica. Los casos esporadicos de diarrea afectan

principalmente a la poblacién infantil, ocurren a nivel mundial y se debe sobre todo a las

infecciones por rotavirus del grupo A, astrovirus y adenovirus entéricos. Por otro lado, los
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casos epidémicos de gastroenteritis virales se atribuyen basicamente a norovirus y
sapovirus; estos virus se transmiten por agua, alimentos contaminados y por contacto de
persona a persona, afectan a individuos de todas las edades y son muy comunes en paises
industrializados [Glass et al., 2000].

Investigaciones realizadas en Honduras sobre la etiologia de las gastroenteritis agudas en
poblacion infantil determinaron que rotavirus era el agente causal mas prevalente
[Figueroa et al., 1992; Melgar-Cano and Moncada, 2003]. Estudios realizados entre 2003-
2007 en nifios menores de 5 afios revelaron prevalencias de hasta 43% de rotavirus
identificando a G1 como el genotipo mas comun. Durante un brote de rotavirus en 20086,
se demostrd un incremento en la prevalencia del genotipo G2[P4] y se reportaron nuevos
genotipos en la poblacién (G4[P8], G9[P8] y G2[P10]), evidenciando la gran variabilidad

de rotavirus circulante [Bourdett-Stanziola et al., 2008; Ferrera et al., 2007].

En el 2005, la Secretaria de Salud de Honduras a través de la Direccion General de
Vigilancia de la Salud (DGVS), en coordinacion con el Programa Ampliado de
Inmunizaciones (PAI) y con asistencia de la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS) implementd la vigilancia centinela de gastroenteritis por rotavirus y casos de
invaginacion intestinal en nifios menores de 5 afios. Este sistema de vigilancia de
gastroenteritis ha permitido establecer que rotavirus es el principal agente etioldgico de las
gastroenteritis severas en nifios menores de cinco afios (Tabla 2) [Secretaria de Salud
Honduras, 2008]. En febrero de 2009, luego de realizar evaluaciones sobre la factibilidad,
aspectos logisticos, econémicos, entre otros [Constela et al., 2006; Secretaria de Salud
Honduras, 2008], se introdujé la vacuna contra rotavirus (Rotarix, GlaxoSmithKline

Biologicals) al esquema nacional de vacunacion para la poblacion entre 2 — 4 meses de
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edad, rango que posteriormente se amplié a 2 — 7.5 meses para mejorar la captacion de
infantes. Hasta septiembre de 2009, la cobertura nacional de vacunacion contra rotavirus
fue inferior al 75% con una cobertura de primeras y segundas dosis del 61.4% y 50%,

respectivamente.

Tabla 2. Resultados de indicadores en la vigilancia de las gastroenteritis por rotavirus,

Honduras afio 2005-2009.

Indicadores Afios
2005 2006 2007 2008 2009
No. de admisiones por diarrea en menores 2,472 4,992 5465 4,250 3,554
de 5 afos
No. de nifios menores de 5 afios que cumplen 940 4,678 5,326 4,096 3,423
el criterio de sospechoso
No. de nifios con ficha epidemiolégica y 602 2,699 2,665 1,928 1,731

muestra de heces

No. de muestras positivas para rotavirus 78 1,193 1,080 696 801
Porcentaje de positividad 13 44 41 36 46

Fuente: Direccion General de Vigilancia de la Salud, Boletin epidemioldgico No. 45.

El contar con informacion confiable acerca de la magnitud, patrones y tendencias de las
causas de muerte de los nifios menores de cinco afios de edad podria ayudar a las
autoridades encargadas de la toma de decisiones a evaluar las necesidades, priorizar las
intervenciones y monitorear el progreso de las intervenciones anteriores [Boschi-Pinto et

al., 2008].
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2.4.  Agentes etioldgicos virales mas importantes

2.4.1. Rotavirus

Estructura y clasificacion. Rotavirus es un género de la subfamilia Sedoreovirinae
pertenecientes a la familia Reoviridae [International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV), 2011]. Los rotavirus (RV) son virus no envueltos cuyo virion (70-80 nm de
diametro) consta de una cépside icosahédrica de tres capas que envuelve el genoma
compuesto de 11 segmentos de &cido ribonucleico de cadena doble (dSRNA). Cada una
de las seis proteinas estructurales (VP1-4, VP6-7) y de las seis proteinas no estructurales
(NSP1-6) son codificadas por un Gnico segmento del genoma, a excepcién de las proteinas
NSP5 y NSP6 las cuales son codificadas en una superposicion del marco de lectura del
segmento 11. La capa interna del virién de RV esta compuesta principalmente de la
proteina VP2 que encierra las proteinas VP1 y VP3, las cuales estan asociadas con el
genoma viral. La capa media del virién de RV esta formada enteramente de trimeros de la
proteina VP6, antigeno que determina el grupo y subgrupo de rotavirus. Finalmente la

capa externa de la capside consiste de las proteinas VP7 y VP4 (Figura 3).

Figura 3. Representacion esquematica de la estructura del virion de rotavirus [Ruiz et al.,

2009]
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En base a la serologia de la VP6, los rotavirus han sido clasificados en 7 grupos
principales (A-G). Las cepas humanas pertenecen principalmente al grupo A (RV-A); sin
embargo, los grupos B y C también se han asociado con infecciones humanas [Estes,
2001]. Asi mismo, se han reconocido hasta la fecha cuatro subgrupos (SG) de RV-A: |, II,
I+I1 'y no I-no II; estos SG son definidos de acuerdo con la presencia o ausencia de dos
diferentes epitopos que son reactivos con uno, ambos o ninguno de los anticuerpos
monoclonales 255/60 y 631/9 [Lopez et al., 1994; Tang et al., 1997]. Segun esta
clasificacion, los aislados humanos son generalmente del subgrupo SGII [lturriza-Gomara
et al., 2001].

Dentro de RV-A se pueden reconocer diferentes serotipos y genotipos, determinados por
ensayos seroldgicos usando anticuerpos monoclonales y por analisis moleculares del ARN
viral, respectivamente. Los antigenos que definen el genotipo de RV-A incluyen las dos
proteinas estructurales que forman la cépside externa del virion, VP4 y VP7. Estas
proteinas inducen la formacion de anticuerpos neutralizantes durante el curso de la
infeccién. Como son dos antigenos los que definen el genotipo, la designacion genotipica
tiene dos componentes y se expresa como G(X)P[Y]. La caracteristica genotipica dada por
VP7 se especifica como el genotipo G debido a que VP7 es una glicoproteina. La
caracteristica genotipica proporcionada por VP4 se especifica como genotipo P porque

esta proteina es sensible a proteasa.

Epidemiologia. Los rotavirus del grupo A son la causa mas comun de diarrea severa en
nifios menores de cinco afos a nivel mundial. Se estima que produce cerca de 114
millones de episodios de gastroenteritis, 24 millones de visitas medicas, 2.4 millones de

hospitalizaciones, y es responsable de aproximadamente 611,000 muertes cada afio
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[Parashar et al., 2006]. Interesantemente, la tasa de morbilidad de rotavirus es similar tanto
en paises desarrollados como en paises en desarrollo, a diferencia de la mortalidad
atribuida a rotavirus la cual esta restringida basicamente a los paises en desarrollo donde
ocurren mas del 90% de las muertes [Chandran et al., 2010; Parashar et al., 2006]. De
forma especifica en América Latina, rotavirus provoca un estimado de 10 millones de
casos de gastroenteritis, 2 millones de visitas médicas, 75,000 hospitalizaciones y 15,000
muertes anuales [Bryce et al., 2005].

El principal reservorio de rotavirus es el tracto gastrointestinal del ser humano enfermo.
Sin embargo, se conoce también que rotavirus es un patégeno animal, capaz de producir
diarrea en animales domésticos y de granja lo que podria representar un potencial de
transmision zoonotica [Martella et al., 2010]. Los rotavirus se transmiten por la via fecal-
oral a través del contacto directo persona-persona o a través de fomites. Rotavirus presenta

una baja dosis infectiva y una elevada tasa de excrecion.

Manifestaciones clinicas. Después de un periodo de incubacion de 1-3 dias [Bernstein,
2009], la infeccidn por rotavirus presenta sintomas comunes a muchos patdgenos entéricos
como ser: diarrea acuosa, vomitos y fiebre [Staat et al., 2002]. La infeccion por rotavirus
no es de tipo invasiva ni tampoco suele presentar una respuesta inflamatoria exacerbada,
por lo que no ocasiona heces disentéricas. Caracteristicamente, rotavirus produce un
cuadro clinico de mayor gravedad que el resto de virus entéricos, con mayor necesidad de
hospitalizacién como consecuencia del grado de deshidratacion que suelen presentar los

individuos infectados [Chandran et al., 2010].

13

Derechos reservados



Procesamiento Técnico Documental, Digital

Patogénesis. El principal sitio de replicacion de rotavirus son los enterocitos maduros
sobre las vellosidades del intestino delgado. Se han propuesto diferentes mecanismos para
explicar el modo en que rotavirus produce la diarrea acuosa asociada a su infeccion, entre
ellos estd la induccion de diarrea osmdtica secundaria a la pérdida de la capacidad de
absorcion epitelial, los efectos de la enterotoxina viral NSP4, y el rol activo del sistema
nervioso entérico [Greenberg and Estes, 2009; Lundgren and Svensson, 2001]. Se ha
considerado como mecanismo principal de induccidon de diarrea la disminucion de la
absorcion debido al dafio y/o destruccion del enterocito. La alteracion de la absorcidn
intestinal da como resultado el transito de carbohidratos, lipidos y proteinas no digeridas
hacia el colon; estas macromoléculas son activas osmoticamente, por lo cual el colon no es
capaz de absorber suficiente agua desencadenando una diarrea osmoética. Sin embargo,
este mecanismo no es aceptado como uno inductor de la diarrea en vista que los dafios
histopatoldgicos no siempre correlacionan con la presencia de diarrea [Kohler et al., 1990;
Ramig, 2004]. Recientemente se ha descrito otro mecanismo, el que establece que la
enterotoxina viral NSP4 altera la permeabilidad de la mucosa intestinal al debilitar las
uniones entre células, alterar el citoesqueleto de las células infectadas, aumentar la
secrecion de iones cloruro, y estimular la motilidad gastrica a través del sistema nervioso

entérico, lo que desencadena una diarrea acuosa profusa [Ramig, 2004].

Inmunologia. Una primera infeccion por rotavirus induce una respuesta inmune local y
sistémica al serotipo causal (inmunidad homotipica) y a un alto porcentaje de otros
serotipos (inmunidad heterotipica), lo que confiere proteccion contra infecciones
subsecuentes. Esta proteccion incrementa con cada nueva infeccion y reduce la severidad

de la diarrea [Velazquez et al., 1996]. La proteccion contra las infecciones por rotavirus se
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ha asociado basicamente a la presencia de anticuerpos especificos contra rotavirus del tipo
IgA en la superficie de la mucosa gastrointestinal. Asi mismo, se ha propuesto que estos
anticuerpos adquiridos de forma natural pueden ser utilizados como marcador de la

proteccion de las infecciones subsecuentes [Velazquez et al., 2000].

Vacunas. El gran impacto de la infeccion por rotavirus en la morbilidad y mortalidad
infantil evidencia la necesidad del desarrollo e introduccidn de vacunas eficaces y seguras
contra esta infeccion. En los Ultimos afios, dos vacunas contra las infecciones severas de
rotavirus obtuvieron su licencia y recientemente la OMS ha recomendado su
incorporacion a los programas nacionales de inmunizacion; RotaTeq y Rotarix.

RotaTeq (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA) es una vacuna oral pentavalente para la
prevencion de la gastroenteritis por rotavirus. Contiene cinco rotavirus vivos reordenados
cuyas cepas originales se aislaron de personas y bovinos. La vacuna se basa en la creacién
de una nueva cepa de rotavirus que contiene una Unica proteina de cépside de origen
humano en la superficie viral, con el resto de proteinas estructurales provenientes de una
cepa bovina (WC3). Cuatro de los rotavirus reordenados expresan una de las proteinas
exteriores de la capside G1, G2, G3 o G4 de la cepa original del rotavirus humano y la
proteina de fijacion P7[5] de la cepa original del rotavirus bovino. El quinto virus
reordenado expresa la proteina de fijacion P1A[8] de la cepa original del rotavirus humano
y la proteina exterior de la capside G6 de la cepa original del rotavirus bovino.

Rotarix (GlaxoSmithKline Biologicals, Rixensart, Belgium) es una vacuna oral
monovalente compuesta por una cepa viva atenuada de rotavirus humano (G1P [8]). El
uso de esta vacuna se fundamenta en que la primera infeccion desarrolla proteccion

heterotipica debido a la reaccion cruzada entre los serotipos. Un estudio realizado en
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Finlandia y 11 paises latinoamericanos demostrd que la eficacia de la vacuna contra la
gastroenteritis severa fue un 85% (p<0.001) después de recibir dos dosis orales, y las
hospitalizaciones por diarrea de cualquier causa se redujo hasta en un 42% [Ruiz-Palacios

et al., 2006].

Epidemiologia molecular. Hasta la fecha se han reportado en mamiferos y aves al menos
23 genotipos G y 32 genotipos P [Matthijnssens et al., 2010], de los cuales 12 tipo G y 15
tipos P han sido identificados en aislados humanos [Linhares et al., 2011]. Te6ricamente,
es posible muchas combinaciones G/P dentro del sistema binario utilizado para la
clasificacion de RV-A. Sin embargo, solo un nimero limitado de combinaciones de
genotipos G/P son encontradas en humanos de forma frecuente, como ser: G1P[8],
G2P[4], G3P[8], G4P[8] y G9P[8] [Castello et al., 2004; Gentsch et al., 2005; Santos and
Hoshino, 2005]. Es importante resaltar que las diferencias observadas en la prevalencia de
los genotipos circulantes de rotavirus responden a cambios geograficos y climaticos, entre
otros. Asi mismo, es caracteristico observar un surgimiento periddico de nuevas cepas de
rotavirus; recientemente se report6 el surgimiento del genotipo G12 en combinacién con

P [8] o P [6] [Uchida et al., 2006].

2.4.2. Norovirus

Estructura y clasificacion. Los norovirus (NoV) fueron los primeros virus descritos
como agentes etiologicos de casos de gastroenteritis aguda, siendo detectados por
inmunomicroscopia electronica (IME) a partir de material fecal de nifios en una escuela
primaria en la ciudad de Norwalk, Ohio, Estados Unidos de América [Wilhelmi et al.,

2003]. Los Norwalk-like virus fueron clasificados en la familia Caliciviridae despues de
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estudios de caracterizacion del genoma viral donde fueron identificadas caracteristicas
compartidas con otros virus pertenecientes a esta familia, tales como: a) presencia de una
cola de Poli(A) en el extremo 3" del genoma viral; b) una proteina VPg unida al extremo
5 del genoma; c) tres marcos de lectura abierta (ORF) que codifican una poliproteina no
estructural, una proteina principal y otra menor de la capside viral [Green et al., 2000;
Jiang et al., 1993b]. La denominacion Caliciviridae deriva de la palabra latina “célix”, que
significa taza, estructura en la criomicroscopia electronica (CME) de estos virus que
presentan simetria icosahédrica sin envoltura de 27-35 nm de didmetro [Prasad et al.,
1999]. Posteriormente, el género Norwalk-like virus fue renombrado como Norovirus
teniendo al virus Norwalk como virus prototipo del género. La familia Caliciviridae esta
constituida por cinco géneros: Vesivirus, Lagovirus, Nebovirus, Sapovirus y Norovirus
[International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), 2011]. El género Norovirus
esta dividido en cinco genogrupos (G): G, GllI, GllI, GIV y GV, basado en el andlisis de
la secuencia de aminoacidos que codifican para la proteina VP1 de la capside. Los NoV
identificados en humanos han sido clasificados filogenéticamente como pertenecientes a
los GI, Gll y GIV, pero dentro de estos genogrupos también han sido detectados NoV que
infectan otros mamiferos como los porcinos, clasificados como GlI/11, GII/18 y GIl/19

[Zheng et al., 2006].

El genoma de los NoV esta constituido por un ARN de cadena sencilla de polaridad
positiva de aproximadamente 7700 nucle6tidos (nt) organizado en tres ORFs, una region
no traducible (UTR) en la extremidad 3" y 5" y una cola de Poli(A) en la extremidad 3". Se
observa también un RNA subgendémico de aproximadamente 2300 nt que contiene las

ORF 2y 3,y una UTR en el extremo 3". EI ORF 1 de aproximadamente 5000 nt codifica
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una poliproteina no estructural de 200 kiloDalton (kDa) que es procesada
proteoliticamente originando las proteinas p48, Nucleosido Trifosfatasa (NTPasa), p20,
VPg, proteasa y RNA polimerasa RNA dependiente (RpRd). Los ORF 2 y 3, localizados
en el extremo 3" del genoma codifican para las proteinas de la capside denominadas VP1y
VP2. En el extremo 5" del RNA gendmico y sub-gendmico se encuentra la proteina VPg
unida covalentemente. Esta proteina, de 15 kDa actla, probablemente, en la sintesis de

nuevas moléculas de RNA viral (Figura 4) [Hardy, 2005].

Poliproteina Mo estructural
p48  NTPasa p20 VPg Pro Pol VP1 VP2

Or ORF1 | orr2 ORFa}(a)n

dominio 5 P1 subdominio P2

1aa 22533 279aa 405 aa 530aa

Figura 4. Organizacion gendémica de los norovirus. p48: proteina amino terminal,
NTPasa: proteina nucleodsido trifosfatasa; p20: proteina p20; VPg: proteina de unién al
genoma; Pro: proteasa; Pol: RNA polimerasa; VP1: proteina principal de la capside; VP2:
proteina menor de la cépside; circulo blanco: VPg; (A)n: cola Poli(A); aa: aminoacido;
ORF: “Open Reading Frame” (Marco de Lectura Abierto). Adaptado de [Donaldson et al.,

2008].

Después de la caracterizacion molecular del genoma de los NoV, fue posible la expresion
de la proteina de la capside VP1 en un sistema de expresion utilizando el baculovirus

como vector de expresion, generando “virus-like particles” (VLP) constituidas por una
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capside morfoldgica y antigénicamente similar a las particulas virales, pero sin la
presencia del genoma viral [Leite et al., 1996]. Utilizando estas VLPs para la
inmunizacion de diferentes animales fue posible obtener altos niveles de anticuerpos poli
y monoclonales para desarrollar ensayos inmunoenzimaticos (EIE). Este tipo de ensayo

presenta la ventaja de no presentar reactividad cruzada con otros virus entericos.

La técnica mas ampliamente usada para la deteccion de los norovirus a partir de muestras
fecales derivadas de casos esporadicos o epidémicos es la PCR precedida de una
trascripcion reversa (RT-PCR). Sin embargo, en los ultimos afios se ha implementado la
PCR en tiempo real para el diagnostico de norovirus [Kageyama et al., 2003; Nordgren et
al., 2008]. La sensibilidad y especificidad de las diferentes técnicas de deteccion de los
norovirus tales como la IME, EIE y la RT-PCR han sido evaluadas y en todos los casos la
RT-PCR se presenta como la técnica mas sensible y especifica para la deteccion de los
NoV, superada unicamente por la RT-PCR en tiempo real. Los EIE pueden ser utilizados
para el tamizaje de casos de gastroenteritis agudas; sin embargo, la deteccion debe ser
complementada con una RT-PCR para el analisis de las muestras negativas por los EIE
[Castriciano et al., 2007; de Bruin et al., 2006].

Diferentes regiones del genoma viral han sido utilizadas en el disefio de iniciadores para
realizar la deteccién mediante la amplificacion gendmica, siendo la region de la RpRd la
mas frecuentemente utilizada debido a la conservacion de los nucleétidos entre las
diferentes estirpes de los NoV [Beuret et al., 2002]. En este gen los pares de iniciadores
mas utilizados estan dirigidos a las regiones denominadas A y B (Figura 5). Las regiones
denominadas region C y D estan localizadas en el gen VP1 que codifica para la proteina

principal de la capside y por ser una region hipervariable permite el genotipaje de la
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estirpe analizada a través de la secuenciacion del amplicon obtenido en la reaccion de RT-

PCR [Vinje et al., 2004].

ORF1 RdRp ORF3 [ ®n
\ ORF2

Region A

Region B
Wang 1994

Ando 1995 . |
Green 1995 Fankhauser 2002

Vinjé 1996 . 5 .
Le Guyader 1996 Reglon C Regmn D

Jiang 1999
Green 1995 Vinjé 2004
Noel 1997
Vinjé 2000
Kojima 2002

Figura 5. Representacion esquematica del genoma de los NoV con las localizaciones de
las regiones mas utilizadas para la amplificacion gendémica y genotipificacion del virus.

Adaptado de [Vinje et al., 2004].

Epidemiologia. Los norovirus humanos son la causa principal de gastroenteritis
epidémica no bacteriana a nivel mundial [Fankhauser et al., 1998]; asi mismo, causan un
gran nimero de casos endémicos de gastroenteritis aguda. Se estima que los norovirus son
responsables de cerca de 64,000 episodios de diarrea que requieren hospitalizacién y
900,000 visitas a clinicas en nifios de paises industrializados, y mas de 200,000 muertes de
nifios menores de cinco afios en paises en desarrollo [Patel et al., 2008]. Los brotes de
gastroenteritis por norovirus afectan a personas de todas las edades y suelen ocurrir en
instituciones como cruceros, escuelas, hospitales, guarderias, restaurantes entre otros
[Centers for Disease Control and Prevention, 2011].

Los norovirus se describen como agentes muy contagiosos, poseen una dosis infectiva

muy baja, un estimado de 18 particulas virales [Teunis et al., 2008] y una tasa de
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excrecion de mas de 1x10% copias de ARN por gramo de heces. Aln cuando las personas
se han recuperado de los sintomas de la infeccion, éstas pueden seguir expulsando
particulas virales hasta por algunas semanas [Tu et al., 2008]. La via principal de
transmision de los norovirus es la ruta la fecal-oral por la ingestion de agua o alimentos
contaminados; también se observa transmision por contacto de persona-persona, fomites o
aerosoles [Marks et al., 2003]. La infeccion causada por la ingestion de agua ocurre por la
contaminacion de la fuente de agua de consumo o diferentes cuerpos de aguas
recreacionales, originando brotes de gastroenteritis en individuos que entran en contacto
con estas aguas [Patel et al., 2009]. Diferentes tipos de alimentos han sido identificados
como fuentes de brotes de gastroenteritis causados por los norovirus; los bivalvos,
especialmente las ostras, son los principales alimentos involucrados en esos brotes debido
al consumo crudo de estos organismos filtradores, pero también se han asociado

ensaladas, algunas frutas y jamones [Boxman et al., 2006].

Manifestaciones clinicas. La enfermedad suele iniciar después de un periodo de
incubacién de 24-48 horas [Patel et al., 2009]. Los sintomas principales incluyen nauseas,
vomitos y diarrea acuosa; se puede presentar también dolor abdominal, anorexia, malestar
general y fiebre de bajo grado. Algunas personas experimentan Unicamente vomitos y
diarrea [Centers for Disease Control and Prevention, 2011]. En adultos
inmunocompetentes, la resolucién de los sintomas se da generalmente después de 12-72
horas de su inicio. En nifios, ancianos y pacientes hospitalizados los sintomas pueden ser
mas severos y prolongarse hasta por 4-6 dias [Kirkwood and Streitberg, 2008].

Patogénesis. La ausencia de un sistema de cultivo celular y la falta de un modelo animal

para reproducir la infeccion por norovirus humanos han limitado el entendimiento de la
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patogénesis de este grupo de virus; la informacion disponible relacionada con la
patogénesis de norovirus proviene principalmente de estudios con voluntarios [Wobus et
al., 2006]. Los andlisis histoldgicos de las biopsias de voluntarios humanos que se
enfermaron después de la administracion de una cepa de norovirus (Norwalk; GI.1 o
Hawaii; GIl.1) demostraron una mucosa intestinal intacta con cambios histologicos
especificos que incluyen: ampliacion y embotamiento de las vellosidades, acortamiento de
las microvellosidades, incremento de la vacuolizacion citoplasmica, y edema intercelular.
Ademés de los cambios en el enterocito, la infeccién por norovirus resulta en una
infiltracion inflamatoria moderada dentro de la ldmina propia [Dolin et al., 1975;

Schreiber et al., 1973; Schreiber et al., 1974].

Epidemiologia molecular. La caracterizacion molecular de norovirus ha detectado un
grado importante de diversidad entre este grupo de virus. Los norovirus utilizan las
mutaciones y recombinacién homologa como mecanismos de variacion [Bull and White,
2011]. Esta diversidad se ve mas evidenciada en la capside que en la region de la RdRp y
es por esta razon que la caracterizacion molecular del ORF2 presenta mayor utilidad en la
asignacion del genotipo [Vidal et al., 2006]. La comparacion entre analisis filogenéticos
del ORF1 y ORF2 permite la identificacion de la presencia de recombinacion del ARN de
norovirus lo que resulta importante en la asignacion del genotipo del virus y en la
caracterizacion de cepas zoonoticas [Bull et al., 2007; Siebenga et al., 2009].

A pesar de la reconocida importancia de norovirus como causante de brotes y casos
esporadicos de gastroenteritis, la informacion acerca de norovirus en Latinoamérica y
especificamente en Centro América es limitada. Los estudios realizados en nifios con

casos esporadicos de diarrea aguda revelan prevalencias de norovirus que oscilan entre el
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8-17.4% con predominancia del genogrupo Il y especificamente del genotipo Gll.4

[Bucardo et al., 2008; Gonzalez et al., 2011; Rivera et al., 2011; Xavier et al., 2009].

2.4.3. Astrovirus

Estructuray clasificacion. Los astrovirus humanos (HAstV) fueron descritos por primera
vez como causa de gastroenteritis en humanos en 1975, al ser detectados mediante
microscopia electronica en las heces de nifios con diarrea [Madeley and Cosgrove, 1975].
El término astrovirus hace mencion a un grupo de virus pequefios (35-40 nm de diametro),
no envueltos, con simetria icosahédrica y espiculas bien definidas [Madeley and
Cosgrove, 1975] pertenecientes a la familia Astroviridae [Monroe et al., 1993]. La familia
Astroviridae se divide en dos géneros: Mamastrovirus, que incluye los astrovirus humanos
y de otros mamiferos, y Avastrovirus, que incluye los astrovirus aviares [International

Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), 2011; Kapoor et al., 2009].

Analisis moleculares demuestran que los HAstV poseen un genoma de ARN
monocatenario de polaridad positiva, poliadenilado de aproximadamente 6.8 kb [Krishna,
2005; Monroe et al., 1993]. El genoma de los astrovirus esta organizado en tres marcos de
lectura abiertos (ORFs), denominados como ORF1a, ORF1b y ORF2; asi como también
regiones no traducibles (NTRS) en los extremos 5’ y 3’ [Jonassen et al., 2001; Willcocks
et al., 1994]. ORFla y ORF1b se encuentran localizados en el extremo 5 del genoma y
codifican proteinas no estructurales, una serina proteasa y una polimerasa de ARN
dependiente de ARN, respectivamente. EI ORF2 localizado en el extremo 3" del genoma

codifica una poliproteina precursora de la capside (Figura 6) [Jiang et al., 1993a].
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Figura 6. Organizacion del genoma de astrovirus humano. Modificado de [Jiang et al.,

1993a].

Herramientas como los anticuerpos monoclonales, inmunofluorescencia, neutralizacion y
microscopia inmunoelectronica ha permitido agrupar a los astrovirus humanos en ocho
serotipos clasicos (HAstV-1 al HAstV-8); todos ellos se han asociado con gastroenteritis
[Cunliffe et al., 2002]. Asi mismo, analisis filogenéticos de una region de 348 pb del
ORF2 del genoma de astrovirus permiten definir ocho genotipos, demostrando a su vez
una fuerte correlacion entre los genotipos y los serotipos, por tal razén se suele referir
como genotipos para especificar el tipo de HAstV infectante [Noel et al., 1995]. En
general, HAstV-1 es el genotipo mas prevalente, mientras que los genotipos 7 y 8 de
HAstV se consideran raros; esta distribucién puede variar segin region geogréafica y
estacion climatoldgica [Wang et al., 2001]. A partir de 2008, se han descrito nuevos
grupos de astrovirus asociados a gastroenteritis en humanos, AstV-MLB1 [Finkbeiner et
al., 2009a], AstV-VAL [Finkbeiner et al., 2009b] y HMO-AstV [Kapoor et al., 2009], lo

que demuestra la gran diversidad de astrovirus y sugiere una reestructuracién en la familia
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Astroviridae que incluya estas nuevas especies asi como las descritas en otros mamiferos

[De Benedictis et al., 2011].

Epidemiologia. Los astrovirus humanos tienen una distribucion mundial, presentan
basicamente un perfil endémico. Sin embargo, se han reportado brotes de gastroenteritis
en escuelas, centros geriatricos, hospitales y guarderias [Belliot et al., 1997; Silva et al.,
2001]. El reservorio de HAstV es el ser humano, el mecanismo de transmision mas
frecuente es por contacto directo a través de la via fecal-oral y la transmision nosocomial
suele ser frecuente [Roman Riechmann et al., 2004]. Aunque se conoce que astrovirus
presenta una infeccion especifica de especie, el surgimiento de nuevos genotipos muy
relacionados filogenéticamente con genotipos animales no descarta la posibilidad de un
potencial de transmisién zoonética [De Benedictis et al., 2011].

Los astrovirus tienen un periodo de transmisibilidad que coincide con el tiempo que dura
la infeccion (3-4 dias); durante este periodo se elimina particulas virales en heces. Los
nifios menores de dos afos, los ancianos y los individuos inmunocomprometidos presenta

mayor susceptibilidad a la infeccién [Moser and Schultz-Cherry, 2005].

Manifestaciones clinicas. La enfermedad ocasionada por astrovirus se caracteriza por
diarrea acuosa, dolor abdominal, vomitos, nauseas, cefalea, fiebre de bajo grado, anorexia
y malestar general. Estos sintomas se suelen presentar 2-3 dias después de la infeccion,
aunque también son comunes las infecciones asintomaticas. En personas
inmunocompetentes la enfermedad suele ser autolimitada y dura entre 2-4 dias [Moser and

Schultz-Cherry, 2005].
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Patogenia. A pesar de los avances en el estudio de astrovirus, los mecanismos por los
cuales estos inducen diarrea no son del todo claros. Sebire y colaboradores en el 2004
reportaron los hallazgos histopatologicos de la infeccion por astrovirus en un nifio que
recibié trasplante de medula ésea; sus conclusiones mas importantes fueron que las
anormalidades morfologicas eran relativamente menores y no especificas y en particular la
respuesta inflamatoria era moderada [Sebire et al., 2004]. Estos resultados sugieren que
astrovirus no provoca un incremento de muerte celular por lo que la destruccion del
epitelio intestinal no parece ser el mecanismo que induce la diarrea. En los modelos
animales se observa una atrofia de las vellosidades intestinales e infiltrados inflamatorios
en la lamina propia, dando lugar a la disminucion de la actividad de las disacaridasas y

produccion de diarrea osmética [Moser and Schultz-Cherry, 2005; Wilhelmi et al., 2003].

Inmunologia. EI comportamiento en la prevalencia de la enfermedad sugiere la existencia
de inmunidad especifica de grupo. Observaciones clinicas y estudios con voluntarios
humanos indican un rol importante de la respuesta humoral y sugieren que los anticuerpos
neutralizantes son importantes en el control de la infeccion. El hecho que la infeccion
sintomaética incida mayormente en los nifios menores de dos afios y ancianos, hace pensar
que los anticuerpos adquiridos en la infancia protegen de la enfermedad en la edad adulta.
Asi mismo, estudios de biopsias intestinales humanas sugieren que la inmunidad celular,
especificamente las células CD4+, pueden estar también involucradas en la respuesta
contra astrovirus [Koci, 2005]. Recientemente se ha demostrado que la proteina de la
capside de astrovirus suprime el sistema del complemento al inhibir la via clasica de
activacion en el primer componente, C1, lo que podria explicar la ausencia de inflamacién

asociada con la gastroenteritis que induce astrovirus [Bonaparte et al., 2008].
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Epidemiologia molecular. Herramientas como la RT-PCR ha permitido evaluar la

epidemiologia molecular de astrovirus en muchas regiones del mundo, estableciendo

frecuencias que oscilan entre el 2-17% (Tabla 2), lo que demuestra que astrovirus es una

de las causas principales de diarrea aguda en nifios menores de cinco afios.

Tabla 3. Algunos estudios de epidemiologia molecular de astrovirus en Latinoamérica.

Pais Poblacion de Prevalencia Tipos Referencia
estudio detectados
Argentina Nifios menores de 3 3.7% HAstV-1 (41%) | [Espul et al.,
afos, ambulatorios y HAstV-4 (25%) | 2004]
hospitalizados. HAstV-2 (13%)
(n=1,070) HAstV-3 (13%)
HAstV-5 (8%)
Brasil Nifios menores de 10 5.3% HAstV-1 (30%) | [Soares et al.,
afios, ambulatorios y HAstV-4 (10%) | 2008]
hospitalizados. HAstV-2 (5%)
(n=379)
Brasil Nifos 13.5% HAstV-1 (71%) | [Victoria et
hospitalizados. HAstV-2 (17%) | al., 2007]
(n=318) HAstV-8 (9%)
HAstV-4 (3%)
México Nifios menores de 5 5.4% HAstV-1 (29%) | [Mendez-Toss
afos. HAstV-3 (25%) | etal., 2004]
(n=355 sintomaticos) HAstV-8 (17%)
HAstV-2 (13%)
HAstV-4 (13%)
Chile Nifios menores de 3 16.5% HAstV-1  mas | [Gaggero et
anos prevalente al., 1998]
(n=456)
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CAPITULO 3

3. METODOLOGIA

3.1.  Objetivo general

Caracterizar epidemioldgica y molecularmente a rotavirus del grupo A, norovirus y
astrovirus humanos, en muestras fecales diarreicas en nifios menores de 5 afios en

Tegucigalpa, Honduras.

3.2.  Objetivos especificos

1. Determinar la frecuencia y distribucion de tres agentes infecciosos virales
importantes causantes de diarrea en nifios menores de 5 afios que asisten a los
centros de salud seleccionados para el estudio.

2. Caracterizar molecularmente a norovirus y astrovirus humanos detectados en
Tegucigalpa, Honduras.

3. ldentificar los genotipos G y P de rotavirus circulantes en la poblacion de estudio.

4. Evaluar la relacion entre la vacunacion contra rotavirus y la reduccion en la

ocurrencia de casos de diarrea en nifios menores de cinco afos en Tegucigalpa.
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3.3.  Hipbtesis

1. Los rotavirus del grupo A son la principal causa de gastroenteritis aguda en nifios
menores de cinco afios en Tegucigalpa, Honduras; sin embargo, a raiz de la
incorporacion de la vacuna contra rotavirus en el afio 2009 se observara una menor

prevalencia a la descrita en afios anteriores.

2. Diferentes genotipos de norovirus y astrovirus humanos contribuyen de forma

importante a las gastroenteritis agudas en los nifios hondurefios menores de 5 afios.

3.4.  Disefio de investigacion

El disefio de este estudio fue de tipo prospectivo de corte transversal, con visitas diarias a
los centros de salud seleccionados en las ciudades de Tegucigalpa y Comayagiela del

Municipio del Distrito Central en Honduras.

3.5. Periodo de Estudio

El estudio se realizé durante los meses de octubre 2010 a julio 2011. El tiempo de estudio
fue 40 semanas aproximadamente; involucrd basicamente las dos estaciones climaticas
presentes en el pais: estacion humeda y estacion seca, lo que permitié evaluar la

frecuencia de los agentes virales en estudio en ambas estaciones.

3.6. Poblacion de Estudio

Por ser las gastroenteritis pediatricas el objeto de estudio de esta investigacion, la

poblacion seleccionada fueron los nifios menores de cinco afios que asistieron a los
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centros de salud seleccionados en busca de atencion médica con un cuadro de
gastroenteritis aguda. En este estudio, un cuadro de gastroenteritis aguda se definié como
la ocurrencia de tres 0 mas evacuaciones liquidas o semiliquidas en las Gltimas 24 horas
acompariado o no de fiebre y vomitos y con menos de catorce dias de duracion.

El estudio se llevo a cabo en tres centros asistenciales del Municipio del Distrito Central.
Los centros asistenciales se escogieron a conveniencia tomando en cuenta el nimero de
casos de diarrea atendidos en el afio anterior, la ubicacion del centro, la accesibilidad y
seguridad para el investigador. Se escogieron dos hospitales, el Hospital Materno Infantil
ubicado en el Boulevard Suyapa de Tegucigalpa y el Hospital de Especialidades del
Instituto Hondurefio de Seguridad Social (IHSS) ubicado en el Barrio la Granja de
Comayagtuela. El tercer centro asistencial seleccionado fue el centro de salud Alonso
Suazo ubicado en el Barrio Morazéan de Tegucigalpa (Para méas detalle ver mapa en anexo

No. 7).

3.7. Tamarfio de muestra

Por ser un estudio de corte transversal, para calcular el tamafio de la muestra se aplicé la

siguiente formula [Mateu and Casal, 2003]:

n= z2(PQ)
d2

n= 1.962([0.12] [0.88])
0.05?

n= 162
Donde:
n = tamaino de muestra

z = es el valor de la desviacion normal, igual a 1.96 para un nivel de confianza del 95%
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P = Prevalencia de la caracteristica en la poblacion.
Q=1-P

d = Precision o margen de error (Valor estandar 5%).

Para el célculo de muestra se utilizd la prevalencia esperada de norovirus en casos
esporadicos de diarrea aguda que es de un 12% [Patel et al., 2008].

Por lo tanto para este estudio la meta era recolectar una muestra de 162 nifios menores de
cinco afnos con gastroenteritis aguda. Sin embargo, por la dificultad experimentada para la
captacion de muestras se definié posteriormente una muestra a conveniencia de al menos

100 nifios.

3.8.  Seleccion de los participantes

Los participantes fueron seleccionados al azar entre los nifios que asistian a la consulta en
la jornada matutina en los diferentes centros asistenciales. Con ayuda del personal médico
y de enfermeria se invitd a los padres o encargados de todo aquel nifio menor de cinco
afios que cumplia con la definicion de caso para este estudio. Sin embargo, solo fueron
tomados como participantes aquellos nifios cuyos padres o0 encargados otorgaron
consentimiento informado por escrito, completaron la ficha de recoleccion de datos y
proveyeron la muestra de heces del nifio (Anexo No. 3y 4 respectivamente).

Para la solicitud del consentimiento informado, el investigador y/o encuestador explic
detalladamente al padre, madre o encargado del nifio lo referente a las gastroenteritis
agudas y el propdsito del estudio. Asi mismo, dio a conocer los beneficios, riesgos y

garantias que tendran como participantes de este estudio. Hay que hacer notar que el
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investigador y/o encuestador hizo saber a los padres o encargados que la participacion era

libre y voluntaria y que su informacion seria manejada de forma confidencial.

3.9. Coleccion de las Muestras

El investigador, o en su defecto una persona capacitada, entrevistd al padre/madre o
encargado del nifio y completd un cuestionario a fin de recolectar informacion relevante
para el estudio, como ser: datos demograficos, nimero de episodios de diarrea,
sintomatologia asociada a la diarrea, estado de inmunizacién contra rotavirus, historia de

lactancia, fuentes de agua, uso de antibidticos, entre otros.

Se recolectaron en frascos estériles cerca de 5 gramos 6 mililitros de heces y fueron
transportadas en frio al Laboratorio Teasdale-Corti de la Maestria en Enfermedades
Infecciosas y Zoondticas para ser procesadas y realizar la deteccion de rotavirus del grupo
A. Posteriormente, dos alicuotas se trasladaron al Laboratorio de Biologia Molecular de la

Escuela de Microbiologia para realizar los estudios viroldgicos restantes (Anexo 1).

3.10. Anadlisis de laboratorio

3.10.1. Preparacion de suspensiones fecales
Se prepararon suspensiones fecales al 10% en tampén Tris-HCI 0.01 M con 0.0015 M de
CaClz pH 7.2, clarificadas por centrifugacion (3,500 rpm durante 20 minutos) vy

almacenadas a -20°C hasta su utilizacion.
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3.10.2. Deteccion de rotavirus del grupo A (RV-A)

Se realiz6 un tamizaje para rotavirus del grupo A utilizando una prueba
inmunocromatografica (Rota-Strip, Coris Bioconcept, Belgium); se siguieron las
instrucciones del fabricante para determinar especimenes positivos para rotavirus. Este
ensayo se basa en la utilizacion de un sistema homogéneo inmunocromatografico con
particulas de oro y utiliza un anticuerpo monoclonal especifico para la proteina VP6 de

rotavirus del grupo A [Wilhelmi et al., 2001].

3.10.3. Deteccidn de astrovirus humanos (HAstV)
Todas las muestras fueron tamizadas para astrovirus humanos mediante un ensayo
inmunoenzimético (RIDASCREEN Astrovirus, R-Biopharm, Germany) de acuerdo con

las instrucciones del fabricante.

3.10.4. Extraccion de acido ribonucleico (ARN)
El genoma viral fue extraido a partir de 140 pl de suspension fecal utilizando un método
comercial (QlAamp viral RNA mini kit, Qiagen, Hilden, Germany) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. En este método, la muestra se mezclé con un portador de
ARN y un tampon de lisis; las condiciones de lisis permiten que el ARN viral sea
adsorbido en una membrana de silica durante los pasos de centrifugacion. Después de
realizar lavados con diferentes tampones, el ARN es recuperado en un tampon que
contiene inhibidores de ribonucleasas. EI ARN viral extraido fue almacenado a -20°C

hasta realizar la transcripcion reversa.
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3.10.5. Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

El ARN extraido de las muestras positivas para rotavirus fue analizado en un sistema
discontinuo de gel de poliacrilamida, que consta de un gel separador al 7.5% y un gel
concentrador al 4%. Se aplicé 20 pl de ARN (mezclado con el tampon de carga) y se
corrié durante dos horas a 100 voltios a temperatura ambiente. La tincion del gel se realizo
con un primer paso de fijacion con etanol 10% - &cido acético 0.5% durante 30 minutos,
posteriormente se sumergié el gel en una solucion de nitrato de plata 0.011 M durante 30
minutos. Se lavd dos veces con agua destilada y se procedié a sumergir el gel con la
solucién reveladora (NaOH 3% - formaldehido 0.75%) hasta el aparecimiento de las
bandas. La solucion reveladora se interrumpid con acido acético al 5% y posteriormente
con etanol al 10%. Finalmente, el gel se deshidraté y se evaluaron los patrones de

electroferotipo de cada muestra.

3.10.6. Transcripcion reversa (RT) para rotavirus y norovirus
La sintesis del ADN complementario (ADNCc) se realizo utilizando un iniciador aleatorio
(Random primers 3 pg/pl, Invitrogen) de forma similar a como lo describen Ferreira y
colaboradores [Ferreira et al., 2008]. Se mezclaron 2 pl de DMSO y 10 ul de ARN, se
calenté a 97 °C por 7 minutos y rapidamente se enfrié en hielo por 2 minutos. Para un
volumen de 50 pl de reaccion se utilizé: 4 pl de dNTPs 2.5 mM (Promega), 10 pl del
tamp6n de PCR 5X (Promega), 5 pl de MgClz2 25 mM (Promega), 1 pul de Transcriptasa
reversa (SuperScript 111 200 U/ul, Invitrogen) y 2 ul de iniciador aleatorio 50 ng/ul
(Random primers 9 Azeo units, Invitrogen). La mezcla fue incubada en un termociclador
(Perkin Elmer) a 25 °C por 5 minutos, 50 °C por 1 horay 70 °C durante 20 minutos. El

ADNCc sintetizado se almacend a -20 °C hasta el momento de su analisis.
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3.10.7. Transcripcion reversa (RT) para astrovirus

La sintesis del ADN complementario (ADNCc) para astrovirus se realiz6 con un metodo
comercial (GoScript Reverse Transcription System, Promega, Madison, WI) en un
volumen final de reaccion de 20 pl, se utilizd: 4 pl de tampon de reaccion, 1 ul de
iniciador aleatorio, 1.6 pl de cloruro de magnesio, 1 pl de dNTPs, 0.5 pl de RNasin, 1 pl
de transcriptasa reversa, 3 pl de ARN viral como templete y el resto de agua libre de

nucleasas de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

3.10.8. Deteccidn del gen VP7 de rotavirus

Todas las muestras positivas para RV-A en el ensayo de tamizaje fueron analizadas
molecularmente para detectar el gen VP7. Para esto, se mezclaron 5 pl de ARN con 0.79
pl del iniciador Beg9 (25 pmol/ul) y 3.21 ul de agua; esta mezcla se incub6 a 94 °C por 2
minutos y luego se coloco en hielo durante 2 minutos. A la mezcla anterior se adiciond 6
pl de la mezcla de transcripcion reversa, 1.5 pl de tampdn 10X, 1.5 pl dNTPs 10 mM, 1.8
pl MgCl2 25 mM y 0.5 pl de Transcriptasa reversa (Superscript 111, Invitrogen); se incub6
a 42 °C durante 60 minutos y adicionalmente a 95 °C por 5 minutos.

La mezcla de PCR consenso para la deteccion del gen VP7 consisti6 de 5 pl del producto
de transcripcion reversa en un volumen final de 50 pl de la mezcla de reaccion. Las
concentraciones finales fueron: 1X tampon para PCR (GoTaq Flexi Buffer, Promega), 0.1
mM de desoxinucleétidos, 0.12 pmol/ul del iniciador End9, 1.2 mM de cloruro de
magnesio y 0.05 U/l de ADN polimerasa (GoTaq Flexi DNA Polymerase, Promega). Se
utilizaron las siguientes condiciones de amplificacion: 94 °C por 5 minutos, 30 ciclos de

94 °C, 45 °C y 72 °C durante 1 minuto a cada temperatura, con una extension final a 72
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°C durante 7 minutos. Los productos de la PCR fueron analizados por electroforesis en
geles de agarosa al 1.5% con tincion con bromuro de etidio.

Para la caracterizacion del gen VVP7 se utilizaron iniciadores especificos para los genotipos
G1, G2, G3 y G4 de rotavirus en conjunto con el iniciador Rvg9 [Gouvea et al., 1990]. La
mezcla de PCR consistié de 1.5 pl del producto del PCR consenso en un volumen final de
50 pl de la mezcla de reaccion. Las concentraciones finales fueron: 0.9X tampon para
PCR (GoTaq Flexi Buffer, Promega), 0.1 mM de desoxinucledtidos, 0.4 uM del iniciador
Rvg9 y 0.2 uM del resto de los iniciadores, 1.2 mM de cloruro de magnesio y 0.05 U/ul
de ADN polimerasa (GoTaq Flexi DNA Polymerase, Promega). Se utilizaron las
condiciones de amplificacion descritas para el PCR consenso. Los productos de la PCR
fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% con tincién con bromuro

de etidio.

3.10.9. Deteccidn y caracterizacion del gen VP4 de rotavirus
Todas las muestras positivas para RV-A en el ensayo de tamizaje fueron analizadas
molecularmente para caracterizar el gen VP4. Esta caracterizacion se realizd en dos
etapas; la etapa de deteccion del gen VP4 correspondié a un PCR consenso en el cual se
utilizaron los iniciadores 4Con3 y 4 Con2 para amplificar un fragmento de 876 pb
correspondiente a una regién del gen VP4 de rotavirus [Gentsch et al., 1992]. La mezcla
de PCR para la deteccién del gen VP4 consistié de 2.5 pl del producto de transcripcion
reversa en un volumen final de 25 pl de la mezcla de reaccion. Las concentraciones finales
fueron: 1X tampon para PCR (GoTaq Flexi Buffer, Promega), 0.2 mM de
desoxinuclettidos, 0.4 uM de cada iniciador, 2 mM de cloruro de magnesio y 0.06 U/ul de

ADN polimerasa (GoTaq Flexi DNA Polymerase, Promega). Se utilizaron las siguientes
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condiciones de amplificacion: 94 °C por 2 minutos, 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos,
48 °C por 30 segundos y 72 °C durante 1 minuto, con una extension final a 72 °C durante
10 minutos. Los productos de la PCR fueron analizados por electroforesis en geles de

agarosa al 1.5% con tincion con bromuro de etidio.

Para la caracterizacion del gen VP4 se utilizaron iniciadores especificos para los genotipos
P[4], P[6], P[8] y P[9] de rotavirus [Gentsch et al., 1992]. La mezcla de PCR consistié de
1 pl del producto del PCR consenso en un volumen final de 25 pl de la mezcla de
reaccion. Las concentraciones finales fueron: 1X tampén para PCR (GoTaq Flexi Buffer,
Promega), 0.2 mM de desoxinucle6tidos, 0.4 uM de cada iniciador, 2 mM de cloruro de
magnesio y 0.06 U/ul de ADN polimerasa (GoTaq Flexi DNA Polymerase, Promega). Se
utilizaron las condiciones de amplificacion descritas para el PCR consenso. Los productos
de la PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% con tincién con

bromuro de etidio.

3.10.10. Confirmacion de astrovirus humanos por RT-PCR

Las muestras positivas para astrovirus humanos en el ensayo inmunoenzimatico, asi como
un 10% de las muestras negativas fueron analizadas por PCR. Se utilizaron los iniciadores
Mon269 y Mon270 para amplificar un fragmento de 449 pares de bases (pb)
correspondiente a una region del ORF2 del genoma de astrovirus. La mezcla consistio de
10 pl de ADNc en un volumen final de 25 pl de la mezcla de reaccion. Las
concentraciones finales fueron: 1X tampon para PCR (GoTaq Flexi Buffer, Promega), 0.2
mM de desoxinucledtidos, 0.8 UM de cada iniciador, 2 mM de cloruro de magnesio y 0.06

U/ul de ADN polimerasa (GoTag Flexi DNA Polymerase, Promega). Se utilizaron las
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condiciones de amplificacion descritas por Noel y colaboradores [Noel et al., 1995]. Los
productos de la PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% con

tincién con bromuro de etidio.

3.10.11. Deteccion de norovirus humanos por RT-PCR

La totalidad de las muestras fueron analizadas por PCR para detectar norovirus humanos.
Se utilizaron iniciadores degenerados Mon432/Mon434 y Mon431/Mon433 para
amplificar un fragmento de 213 pares de bases (pb) correspondiente a la region B del
ORF1. La mezcla consistio de 5 pl de ADNc en un volumen final de 25 pl de la mezcla de
reaccion. Las concentraciones finales fueron: 1X tampén para PCR (GoTaq Flexi Buffer,
Promega), 0.2 mM de desoxinucleétidos, 0.3 UM de cada iniciador, 1.6 mM de cloruro de
magnesio y 0.06 U/ul de ADN polimerasa (GoTaq Flexi DNA Polymerase, Promega). Se
utilizaron las condiciones de amplificacion descritas por [Beuret et al., 2002]. Los
productos de la PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% con

tincién con bromuro de etidio.

3.10.12. Secuenciacion de nucleétidos y analisis filogenético

Los productos de RT-PCR de 213 pb y 449 pb correspondientes a norovirus y astrovirus
respectivamente, fueron cuantificados utilizando Nanodrop 2000 (Thermo Scientific), se
ajusto la concentracion a 30 ng/ul, se embalaron en tubos de 1.5 mL de tapdn de rosca y
finalmente se enviaron a Macrogene (Nueva York, USA, http://www.macrogenusa.net/)
para su purificacién y posterior secuenciacion. Los productos de RT-PCR fueron
secuenciados en ambas direcciones usando los mismos iniciadores de la reaccion de
amplificacion
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Analisis filogenético de astrovirus. Las secuencias fueron editadas con Sequencher
version 5.0 (Gene Codes Corporation, Miami, USA) a fin de obtener una secuencia
consenso. Estas secuencias consenso de los aislados de astrovirus se introdujeron en
BLAST con el fin de buscar homologia con secuencias de referencia en la base de datos
del Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) y poder asignarles de esa forma el
genotipo. La alineacion se realiz6 en BioEdit version 7.1.3 [Hall, 1999], se incluyeron los
cinco aislados de este estudio, ocho secuencias de referencia (HAstV-1 — 8) y secuencias
de HAstV aisladas en otros paises de América Latina disponibles en GenBank.
Finalmente, para evaluar la historia evolutiva de los aislados se construyd un éarbol
filogenético con el algoritmo del vecino méas cercano (Neighbor-Joining) que son arboles
basados en distancia [Saitou and Nei, 1987]; estas distancias evolutivas se calcularon con
el método de Kimura-2-parametros [Kimura, 1980] y se aplic6 un bootstrap de 1,000

replicas utilizando el programa Mega 5 [Tamura et al., 2011].

Andlisis filogenético de norovirus. Las secuencias fueron editadas con Sequencher
version 5.0 (Gene Codes Corporation, Miami, USA) a fin de obtener una secuencia
consenso. Para la asignacion del genogrupo, el genotipo y la variante para las cepas
agrupadas en el genotipo GIl.4 de norovirus, se utilizO una herramienta de
genotipificacion desarrollada por la Red Electronica Global de Vigilancia para Norovirus
(Noronet, http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool/), en la cual se introducen las
secuencias de cualquier region del genoma de norovirus y el programa las clasifica
utilizando métodos filogenéticos en base al ORF1 o al ORF2 [Kroneman et al., 2011].

La alineacién se realizd en BioEdit version 7.1.3 [Hall, 1999]; se incluyeron las

secuencias de los aislados de este estudio, un juego de secuencias de referencia que
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representan los principales genotipos de los genogrupos | y 11, y secuencias de la region B
de norovirus aisladas en otros paises de Ameérica Latina disponibles en GenBank.
Finalmente, para evaluar la historia evolutiva de los aislados se construyeron dos arboles
filogenéticos, uno para evidenciar de forma general la distribucion de los genotipos y otro
especifico para mostrar las variantes del genotipo GII.4; se siguieron los mismos

parametros utilizados para el arbol filogenético de astrovirus.

3.11. Andlisis de datos

3.11.1. Manejo de los datos

La informacidn obtenida de cada participante fue manejada de forma confidencial y se le
asigné un codigo a cada participante a fin de proteger su identidad. Se cred un registro
electronico en Microsoft Excel y se tuvo también un libro de registro como respaldo. Los
datos obtenidos del cuestionario asi como los resultados de los anélisis de laboratorio se
introdujeron en una base de datos en Microsoft Excel y fue analizada en Epilnfo version

3.5.1.

3.11.2. Anélisis estadistico
Los andlisis estadisticos se realizaron en el software Epilnfo version 3.5.1. Se
determinaron medidas de tendencia central para las variables discretas, frecuencias para
variables cualitativas y se calculé la prevalencia de los agentes virales en estudio.
Se realizd la comparacion de proporciones entre variables y mediante las pruebas de Chi
cuadrado o Fisher se evaluo la significancia estadistica, considerando un valor de p<0.05
como estadisticamente significativo. La prueba de eleccion se determind en base a las

caracteristicas de la muestra.
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3.12. Consideraciones Eticas

El protocolo de investigacion de este estudio fue aprobado por el Comité de investigacion
y Bioética del Instituto Hondurefio de Seguridad Social (Anexo 2 y 5 respectivamente).

La presente investigacion representd un riesgo minimo para los participantes, debido a que
la recoleccion de la muestra se realizé con método no invasivo. Se tomo consentimiento
informado de los padres o tutores de los nifios que participaron en el estudio. Se garantizd
la confidencialidad de la informacion; las fichas de recoleccién de datos y los
consentimientos informados permanecen bajo llave y su acceso es restringido a los

investigadores.

3.13. Consideraciones de Bioseguridad
El estudio fue sometido al Comité de Bioseguridad de la Maestria en Enfermedades
Infecciosas y Zoonoticas de la Escuela de Microbiologia para su evaluacién en relacion al

cumplimento de las normas de bioseguridad establecidas (Anexo 6).

La manipulacion de las muestras, asi como los procedimientos se desarrollaron en un
laboratorio con nivel de bioseguridad tipo Il, en vista que los agentes virales en estudio
representan un riesgo minimo de infeccion. Se elaboraron y siguieron los procedimientos
operativos estandar para cada etapa del estudio, desde la recoleccién de la muestra hasta
los analisis moleculares (Anexo 8). Una vez que se prepararon las suspensiones fecales,

las muestras fueron esterilizadas por autoclave y posteriormente desechadas.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS

Prevalencia de los tres agentes virales en estudio

Un total de 100 muestras fecales de nifios menores de cinco afios con diarrea aguda fueron
analizadas para rotavirus del grupo A, norovirus y astrovirus humanos. Del total de las
muestras analizadas, el 31% resultaron positivas para alguno de los tres agentes virales en
estudio. La tabla 4 muestra las frecuencias individuales de cada agente viral, las cuales

fueron: rotavirus 14 (14.0 %), norovirus 13 (13.0 %) y astrovirus humanos 5 (5.0 %).

Tabla 4. Prevalencia de virus entéricos en nifios menores de cinco afios con diarrea aguda

en Tegucigalpa, Honduras.

Virus entérico n=100 %

Etiologia viral 31 31.0
Rotavirus 14 14.0
Norovirus 13 13.0
Astrovirus 5 5.0
Coinfecciones 1 1.0

Sobre el total de las muestras positivas, se detectd RV-A en un 45.2% (14/31), NoV en un
41.9% (13/31) y HAstV en un 16.1% (5/31). No se detectaron infecciones mixtas entre
RV-Ay los demaés agentes virales. Sin embargo, en una de las muestras se identificé una
coinfeccion entre HAstV y NoV, lo que representa un 20% de las muestras positivas para

HAStV.
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Asociacion entre grupo de edad y agente viral identificado

Como se muestra en la tabla 5, al menos un agente viral se detecté en todos los grupos de
edad. En el grupo de 49-60 meses solo se identificO rotavirus. La prevalencia de virus
entéricos fue mas alta (48.4%) en el grupo de edad de 13-24 meses. Rotavirus afecto
principalmente a la poblacion de 37-48 meses (30%), mientras que norovirus y astrovirus
afectaron en una mayor proporcion al grupo de 13-24 meses (25.8% y 9.7%,
respectivamente). En promedio, el 75% de los casos de gastroenteritis viral se identificaron
en la poblacion menor de 24 meses (Figura 7); sin embargo, este resultado no fue

estadisticamente significativo (p=0.3051).

Tabla 5. Distribucion por grupo de edad de los agentes virales identificados en nifios

menores de cinco afios con diarrea aguda en Tegucigalpa.

Grupo de Etiologia  Rotavirus Norovirus Astrovirus Muestras
edad (Meses) viral No. (%) No. (%) No. (%) analizadas
No. (%)
<12 9 5 3 1 36
(25.0 %) (13.9 %) (8.3 %) (2.8 %)
13-24 15 4 8 3 31
(48.4%)  (129%)  (25.8 %) (9.7 %)
25 - 36 3 1 1 1 15
(20.0 %) (6.7 %) (6.7 %) (6.7 %)
37-48 4 3 1 0 10
(40.0 %) (30.0 %) (10.0 %) (0.0 %)
49 — 60 1 1 0 0 8
(12.5 %) (12.5 %) (0.0 %) (0.0 %)
Total 32 14 13 5 100
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De las 14 muestras positivas para RV-A el 35.7% corresponde a menores de 12 meses,
mientras que el 61.5% y 60% de muestras positivas de norovirus y astrovirus,

respectivamente, corresponde a nifios entre 13-24 meses.

35 A

30 A

25 A

20 A

No. de casos

15 A

10 A
5- L

<12 13-24 25-36 37-48 49-60
Grupo de edad {Meses)

m No. Muestras analizadas  m Rotavirus W Astrovirus  ® Norovirus

Figura 7. Etiologia viral segun grupo de edad.

Asociacion entre género y agente viral identificado

En este estudio solo se determind asociacion estadisticamente significativa relacionada a
género en la infeccion por rotavirus (p=0.0421); este virus fue detectado en un 19.35% en
nifios y un 5.26% en nifias. En la infeccion por norovirus se observd que los nifios
resultaron mas infectados que las nifias (16.12% y 7.89%, respectivamente, p=0.1905);
mientras que en la infeccién con astrovirus se observo que las nifias se infectaron con
mayor frecuencia que los nifios (7.89% y 3.22%, respectivamente, p=0.2793); no obstante,

estos resultados no fueron estadisticamente significativos (Tabla 6).
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Tabla 6. Distribucion segun género de los agentes virales identificados en nifios menores

de cinco afos con diarrea aguda en Tegucigalpa.

No. muestras No. muestras positivas (%0)
Género ) _ _ _
analizadas Rotavirus Norovirus Astrovirus
Masculino 62 12 (19.35) 10 (16.12) 2 (3.22)
Femenino 38 2 (5.26) 3(7.89) 3(7.89)
Total 100 14 (14.0) 13 (13.0) 5(5.0)

Distribucion mensual de los agentes virales asociados a gastroenteritis en Tegucigalpa

El porcentaje més alto (56.3%; 9/16) de infeccion por rotavirus se observo en el mes de

febrero del 2011. (Tabla 7).

Tabla 7. Distribucién por mes de estudio de los agentes virales identificados en nifios

menores de cinco afios con diarrea aguda en Tegucigalpa.

Mes de No. muestras

) Rotavirus ~ Norovirus Astrovirus
Admision analizadas

Octubre 2 0 (0%) 1 (50%) 1 (50%0)
Noviembre 5 0 (0%) 3 (60%) 0 (0%)
Diciembre 4 0 (0%) 0 (0%) 1 (25%)

Enero 4 1 (25%) 0 (0%) 0 (0%)

Febrero 16 9 (56.3%) 0 (0%) 1 (6.3%)

Marzo 18 3(16.7%)  1(5.6%) 1 (5.6%)
Abril 11 1(9.1%) 2 (18.2%) 0 (0%)
Mayo 14 0 (0%) 3 (21.4%) 0 (0%)
Junio 24 0 (0%) 3(12.5%) 1 (4.2%)
Julio 2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
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Por otro lado, norovirus fue mas frecuente en el mes de noviembre del 2010 (60%; 3/5)

mientras que astrovirus lo fue en el mes de octubre del mismo afio (50%, 1/2).

El 93% de los casos de rotavirus y un 40% de los de astrovirus se detectaron en el primer
trimestre del afio, mientras que el 61.5% de los casos positivos de norovirus se detectaron

en el segundo trimestre (Figura 8).

10
: A
8
. 7 /\
S [\
S [\
3 /\
s 4 /
2 / —
1 —I8 5<.J Y ~
0 | g o Mw
Oct  Nov Dic Ene Feb Mar  Abr May Jun Jul
2010 2011
=—#—PRotavirus == Astrovirus Norovirus

Figura 8. Distribucion de de los agentes virales por mes de estudio en Tegucigalpa,

Honduras.

Aspectos clinicos de las diarreas de etiologia viral

Como se muestra en la tabla 8, los sintomas méas asociados a un cuadro diarreico de
etiologia viral fueron: diarrea (100%) con una media de 7 evacuaciones en las Ultimas 24
horas, vomitos (84%), fiebre (74%) y deshidratacion (48%). En general, los sintomas son
comunes entre cada agente etioldgico, pero la infeccion por rotavirus parece ser mas severa
en vista de que mostr6 un porcentaje mayor de hospitalizaciones secundarias a

deshidratacion.
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Tabla 8. Aspectos clinicos del cuadro diarreico con etiologia viral presentado en los nifios

menores de cinco afos en Tegucigalpa, Honduras.

Sintoma Etiologiaviral  Rotavirus  Norovirus Astrovirus
Diarrea acuosa 31 (100%) 14 (100%) 13 (100%) 5 (100%
No. evacuaciones 3-20 3-20 3-10 5-10
(Media=7) (Media=8) (Media =6) (Media =7)
Vomitos 26 (84%) 12 (86%) 11 (85%) 4 (80%)
Fiebre 23 (74%) 11 (79%) 9 (69%) 3 (60%)
Deshidratacion 15 (48%) 7 (50%) 7 (54%) 1 (20%)
Hospitalizacion 12 (39%) 6 (43%) 5 (38%) 1 (20%)

En la presente investigacion se incluyeron 82 nifios ambulatorios y 18 nifios hospitalizados.

En 12 de los 18 (66.67%) nifios hospitalizados se detecté un enteropatdgeno viral, que

corresponde a rotavirus y norovirus en un 50% y 41.7%, respectivamente (Tabla 9).

Tabla 9. Distribucion de los agentes virales identificados en nifios menores de cinco afios

con diarrea aguda en Tegucigalpa de acuerdo a su estado hospitalizado o ambulatorio.

No. muestras

Participante Rotavirus Norovirus Astrovirus _
analizadas
Ambulatorio 8 8 4 82
Hospitalizado 6 5 1 18
Total 14 13 5 100
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Asociacion de factores socioecondmicos en la ocurrencia de diarrea de etiologia viral
Utilizando una ficha epidemioldgica se recolectd informacion pertinente sobre las
condiciones socioeconomicas que pueden influir en la ocurrencia o diseminacion de
gastroenteritis de origen viral. Entre los participantes en los cuales se detect6 alguno de los
tres agentes virales en estudio, el tipo de piso de las viviendas fue bastante heterogéneo
(cemento=32%, ladrillo=29%, cerdamica=26%, otro=3%); el 71% reportd el uso de servicio
sanitario para la disposicion de excretas, mientras que un 23% empleaba letrina y solamente
un 6% reporté fecalismo al aire libre.

Por otra parte, el 74.4% tiene acceso a agua potable y servicio de recoleccion de desechos
proporcionado por la Alcaldia del Municipio del Distrito Central. No obstante, un 19.4%
reportd utilizar agua de cisterna en vista de no tener acceso a agua potable. Solo un 6.5% de
los padres o encargados reportaron consumir agua no tratada. Los participantes en los
cuales se identificd al menos un agente viral provenian de 26 barrios o colonias de
Tegucigalpa y Comayaguela en el Distrito Central, localizados principalmente en el area
periférica de la ciudad en las zonas sureste y oeste.

No se observé diferencias significativas entre infectados y no infectados por virus entéricos

en relacion a los factores socioeconémicos y ambientales (p>0.05) (Figura 9).
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Figura 9. Comparacién de aspectos sociecondmicos y ambientales entre infectados y no

infectados por virus entéricos.
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Deteccion molecular de astrovirus

Las 100 muestras fueron tamizadas para astrovirus humanos mediante un ensayo
inmunoenzimatico (Ridascreen Astrovirus, r-Biopharm), y se detectaron 5 (5%) muestras
positivas. La totalidad de muestras positivas mas un 10% de muestras negativas fueron
analizadas molecularmente, obteniéndose un 100% de concordancia en la RT-PCR con las

muestras previamente positivas en el inmunoensayo (Figura 10).

16 38 CN MW

asoph () - WD -

Figura 10. RT-PCR para astrovirus humanos. La deteccion de un fragmento de 449 pb es
considerado positivo para astrovirus. Carriles 1-4: corresponde a muestras positivas para

astrovirus humanos, CN: control negativo y MW: marcador de peso molecular de 100 pb.

Determinacion de genotipos de astrovirus

Por secuenciacion se determind el genotipo de las 5 cepas de astrovirus detectadas en
poblacion infantil de Tegucigalpa. Se determiné la circulacion de 3 de los 8 genotipos
clasicos de astrovirus en esta poblacién, siendo el genotipo 1 y 8 los mas frecuentes (Tabla

10).
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Tabla 10. Genotipos de astrovirus humanos detectados en la ciudad de Tegucigalpa en

nifios menores de cinco afos.

Cadigo Genotipo Genero Edad (Meses)
AVH-01 HAstV-1 M 13
AVH-02 HAstV-1 F 18
AVH-03 HAstV-2 F 17
AVH-04 HAstV-8 M 9
AVH-05 HAstV-8 F 36

Analisis filogenético

El arbol filogenético de la figura 11 demuestra las relaciones evolutivas de las cepas de
astrovirus hondurefias con las cepas de referencia y otras cepas de astrovirus de paises de
América Latina. Las cepas de astrovirus hondurefias comunicadas en este estudio se
agruparon en tres genotipos distintos; HAstV-1, HAstV-2 y HAstV-3. En el caso de las
cepas que corresponden a HAstV-1 se observOd que se agruparon en un mismo grupo
(cluster) junto con cepas de Argentina y Brasil con una divergencia méxima en la secuencia
de nucledtidos del 2.4%; este grupo presenta una alta homologia con la cepa de referencia
(~96.6%). En el genotipo 8 de astrovirus se observo una distribucion mas homogénea ya
que todas las cepas se agruparon en un mismo grupo junto con la cepa de referencia; las
cepas hondurefias de HAstV-8 presentaron una divergencia promedio en la secuencia de
nucleétidos del 2.6% con la cepa de referencia y un 1.05% con una cepa brasilefa.
Interesantemente la Unica cepa hondurefia de HAstV-2 form6 un grupo independiente,
presentd una divergencia en la secuencia de nucleétidos del 6.6% con a la cepa de

referencia del tipo 2 de astrovirus humano.
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Figura 11. Arbol filogenético basado en una region parcial del gen de la cépside que

muestra las relaciones filogenéticas de las cepas de astrovirus detectadas en nifios menores

de cinco afos en Tegucigalpa, Honduras. Las abreviaturas para los paises son las

siguientes: Hon: Honduras, Arg: Argentina, Bra: Brasil, Col: Colombia, Ven: Venezuela.
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Los rombos de color verde denotan las cepas de referencia: nUmero de acceso en Genbank
y genotipo de astrovirus. Los valores de bootstrap se encuentran en los nodos del arbol,

mientras que los genotipos se hallan a la derecha.

Deteccion y caracterizacion molecular de norovirus
De las 100 muestras analizadas para norovirus por RT-PCR se detectaron 13 muestras

positivas (Figura 12).

ap 100 i

Figura 12. RT-PCR para norovirus humanos. La deteccion de un fragmento de 213 pb se
considera positiva para norovirus. Carriles 40, 60 y 80: corresponden a muestras positivas
para norovirus, Carriles: 50, 70, 90, 100, 14, 22, 23 y 25: corresponde a muestras negativas
para norovirus, CP: control positivo, CN: control negativo y MW: marcador de peso

molecular (50, 150, 300, 500, 750 y 1000 pb).

Se secuencio la totalidad de las cepas de norovirus detectadas en esta investigacion y con
ayuda de la herramienta de genotipificacion de la Red Electrénica Global de Vigilancia
para Norovirus (Noronet, http://www.rivm.nl/mpf/norovirus/typingtool/) se logré asignarle

el genogrupo al 100% de estas muestras, mientras que el genotipo solo pudo ser asignado al
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84.6% de ellas. EI 92% de las muestras positivas por NoV pertenecen al genogrupo Il (GIl)
y el 8% al genogrupo | (GIl); en esta investigacion no se detectd la circulacion del
genogrupo IV. En la tabla 11 se resumen los genogrupos, genotipos y variantes del Gll.4

encontrados en la ciudad de Tegucigalpa.

Tabla 11. Genotipos de norovirus humanos detectados en la ciudad de Tegucigalpa en

nifiios menores de cinco anos.

Cadigo Genogrupo Genotipo Variante
NVH-01 1| Gll.4 2010
NVH-02 I Gll.16 n/a
NVH-03 I Gll.16 n/a
NVH-04 I Gll.16 n/a
NVH-05 I Gll.4 2006b
NVH-06 I Gll.4 2006b
NVH-07 I Gll.* n/a
NVH-08 I Gll.4 2006b
NVH-09 1| Gll.4 2006b
NVH-10 I Gll.4 2006b
NVH-11 I Gll.4 2006b
NVH-12 I Gll.4 2006b
NVH-13 I Gl.* n/a

* No fue posible asignar el genotipo.
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Entre las muestras positivas para NoV el genotipo mas prevalente fue GIll.4 (61.5%)
seguido de GI11.16 (23.1%); a un 15.4% no fue posible asignarsele el genotipo en base a la

region de la RdRp.

Analisis filogenéticos

Se escogieron nueve de las trece cepas secuenciadas para elaborar un arbol filogenético con
el fin de evidenciar las relaciones evolutivas de las cepas hondurefias de norovirus. Esta
seleccion se realiz6 utilizando como parametros la caracterizaciéon completa de la cepa
hasta genotipo y que la longitud de la secuencia estuviese de acuerdo con las demas cepas
utilizadas. Como se muestra en la figura 13, las cepas hondurefias de norovirus se
agruparon Unicamente en dos genotipos dentro del GllI.

En relacién a las cepas pertenecientes al genotipo GllI.4 se puede observar que la mayoria
de ellas se agruparon en mismo grupo junto con cepas brasilefias de norovirus. Sin
embargo, dentro de este grupo se distinguen dos linajes; uno en el cual se agrupan las cepas
8,9, 10y 11 con una divergencia maxima del 1% en su secuencia de nucle6tidos y otro que
agrupa la cepa hondurefia 6 y la mayoria de las cepas brasilefias con una divergencia
maxima entre ellas del 3.1% en su secuencia de nucleétidos. Se observé que la cepa
hondurefia 1 se agrupo junto con una cepa de referencia Gll.4 con la cual comparte un
94.3% de homologia.

Las cepas hondurefias 03 y 04 de norovirus presentaron un divergencia del 4.7% en la

secuencia de nucledtidos con la cepa de referencia del genotipo Gl1.16.
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Figura 13. Arbol filogenético basado en una region parcial del gen de la ARN polimerasa

ARN dependiente que muestra las relaciones filogenéticas de cepas de norovirus detectadas
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en nifios menores de cinco afos en Tegucigalpa, Honduras. La nomenclatura de las cepas es
la siguiente: genotipojnimero de acceso en Genbank. Los valores de bootstrap se
encuentran en los nodos del arbol, mientras que los genogrupos y genotipos se hallan a la

derecha.
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Figura 14. Arbol filogenético basado en una region parcial del gen de la ARN polimerasa
ARN dependiente que muestra las relaciones filogenéticas de variantes de norovirus del
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genotipo Gll.4 detectadas en nifios menores de cinco afios en Tegucigalpa, Honduras. La
nomenclatura de las cepas es la siguiente: genotipo|variante|nimero de acceso en Genbank.
Los valores de bootstrap se encuentran en los nodos del arbol, mientras que las variantes se

hallan a la derecha.

En la figura 14 se representa la historia evolutiva de las variantes del genotipo Gll.4
detectadas en la ciudad de Tegucigalpa. Se observo que las cepas de norovirus de este
genotipo se agrupan basicamente en dos variantes: 2006b y 2010. De las cuales el 88% son

de la variante 2006b.

Deteccion y caracterizacién molecular de rotavirus
Con la prueba inmunocromatogréfica se detect6 rotavirus del grupo A en 14 (14%) de las
100 muestras estudiadas, las cuales fueron analizadas por RT-PCR, lograndose un 100% de

concordancia entre la prueba inmunocromatogréfica y la RT-PCR (Figura 15).

an og MW 31 33 38 42 A2

“ 100pb

=
) )
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Figura 15. PCR para gen VP7 de rotavirus. La deteccion de un fragmento de 1062 pb es
considerado positivo para rotavirus del grupo A. Carriles 1-4 y 6-10: corresponde a

muestras positivas para rotavirus del grupo A, MW: marcador de peso molecular de 100 pb.
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En el 92% de las muestras positivas para rotavirus se identifico el genotipo G2P[4] ademas
de la circulacién de los genotipos G3P[4] y G3P[8] (Tabla 12). En los nifios vacunados que

presentaron infeccion sintomatica de rotavirus se detectd unicamente el genotipo G2P[4].

Tabla 12. Genotipos de rotavirus del grupo A detectados en la ciudad de Tegucigalpa en

nifilos menores de cincos afios durante Octubre 2010 — Julio 2011.

Estado de inmunizacion

Cddigo Genotipo Edad (meses)

contra RV-A
RVH-01 G2P[4] 14 Vacunado
RVH-02 G2P[4] 10 Vacunado
RVH-03 G2P[4] 5 No vacunado
RVH-04 G2P[4] 57 No vacunado
RVH-05 G2P[4] 6 Vacunado
RVH-06 G2P[4] 41 No vacunado
RVH-07 G2P[4] 18 No vacunado
RVH-08 G2P[4] 14 No vacunado
RVH-09 G2P[4] 39 No vacunado
RVH-10 G2P[4] 9 No vacunado
RVH-11 G2P[4] 12 Vacunado
RVH-12 G3P[8] 22 No vacunado
RVH-13 G2P[4], G3P[4] 46 No vacunado
RVH-14 G2P[4] 34 No vacunado

Asociacion entre la vacunacion contra rotavirus y la ocurrencia de infeccion

Rotavirus fue detectado en 4 (7%) de los nifios vacunados contra rotavirus y en 10 (25%)
de los nifios no vacunados. Los nifios vacunados infectados por rotavirus eran todos
menores de 24 meses (Tabla 13).
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Tabla 13. Infeccidn por rotavirus en nifios vacunados y no vacunados.

Estado inmunizacion  No presento infeccion  Presento Infeccion Total
contra RV-A con RV-A con RV-A
No Vacunado 30 10 40
Vacunado 56 4 60
Total 86 14 100

El hecho de que el nifio esté vacunado contra rotavirus demostro tener un efecto protector

contra la infeccion por rotavirus del grupo A (RR=0.8036, p=0.0096).

Electroferotipos de rotavirus

En 9 de las muestras positivas por rotavirus se encontré un electroferotipo largo de

distribucion de segmentos; mediante esta técnica no se evidencié coinfeccion entre

genotipos.
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CAPITULO 5

5. DISCUSION

En Honduras el problema de la morbimortalidad de la diarrea infantil ha sido por largo
tiempo una situacion de salud no resuelta; este estudio provee informacion valiosa sobre la
etiologia de las diarreas agudas en nifios menores de cinco afios en Tegucigalpa. Los
resultados obtenidos demuestran que rotavirus del grupo A continda siendo la causa
principal de gastroenteritis aguda infantil, aunque con una prevalencia menor a la reportada
en afios anteriores, similar a lo observado en otros paises de la region Centroamericana
[Yen et al., 2011]. Ademas, esta investigacion representa hasta donde tenemos
conocimiento, el primer estudio molecular de la presencia de norovirus y astrovirus

humanos como agentes diarreicos en la poblacién infantil hondurefia.

La prevalencia obtenida de rotavirus (14%) en este estudio fue menor a la reportada en afios
anteriores como lo demuestra un estudio de casos y controles que incluyé 521 nifios
menores de cinco afios entre junio del 2000 y junio del 2002, el cual demostrd que RV era
el agente causal mas frecuente con un 42.8% de prevalencia [Melgar-Cano and Moncada,
2003]. De forma similar, el Sistema de Vigilancia de las gastroenteritis por rotavirus de la
Secretaria de Salud de Honduras report6 entre el 2006-2008 porcentajes de positividad de
rotavirus entre el 36-46% [Secretaria de Salud Honduras, 2008]. Es importante mencionar
que las prevalencias reportadas en estos estudios corresponden al periodo previo a la
introduccién de la vacuna contra rotavirus que fue en el afio 2009. Aun y cuando la
poblacion estudiada es pequefia, la prevalencia documentada en este estudio sugiere que la

introduccién de la vacuna contra rotavirus ha ayudado a reducir el nimero de casos de
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gastroenteritis infantil aguda, lo que coincide con los hallazgos encontrados en estudios
posteriores a la vacunacion en Latinoamérica.

En un estudio realizado en Brasil por Gurgel y colaboradores en el 2009, reportaron que
después de la introduccion de la vacuna en el 2006 hubo una reduccién en el nimero global
de consultas y hospitalizaciones por diarrea en la region noreste de ese pais suramericano,
especialmente en nifios pequefios, los autores atribuyeron este descenso a la vacunaciény a
la implementacion de medidas de saneamiento [Gurgel et al., 2009]. Richardson y
colaboradores en el 2010 informaron que después de la introduccion de la vacuna contra
rotavirus se observd un descenso significativo en el nimero de muertes relacionadas a
diarrea en nifios mexicanos y sugieren que puede deberse a la vacunacion contra rotavirus
[Richardson et al., 2010]. En Centroamérica, de Palma y colaboradores condujeron un
estudio entre enero del 2007 a junio del 2009 con el objetivo de evaluar la efectividad de la
vacuna monovalente de rotavirus contra casos severos de gastroenteritis en El Salvador y
llegaron a la conclusion que la vacuna monovalente (Rotarix) contra rotavirus es altamente
efectiva para prevenir el numero de admisiones de diarrea por rotavirus en niflos menores
de 2 afios [de Palma et al., 2010]. Es importante subrayar que en este estudio rotavirus fue
detectado principalmente en los nifios no vacunados y se determind que el hecho de estar
vacunado contra rotavirus tiene un efecto protector (RR=0.8036, p=0.0096) en el desarrollo
de un cuadro sintomatico de infeccion por este agente. Sin embargo, para poder evaluar de
una forma mas consistente y poder concluir el rol de la vacunacion contra rotavirus en la
reduccion de la morbimortalidad asociada a este agente en nuestro pais se requiere de un
estudio méas amplio que involucre un mayor nimero de muestra que sea representativa de la

poblacion infantil nacional.
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Es importante determinar los genotipos circulantes de rotavirus en la etapa post vacunacion,
a fin de identificar cambios en los patrones de distribucion de estos virus y poder
correlacionar a la vez si la vacuna estd brindando una proteccion efectiva a la poblacion
infantil o si los genotipos que infectan una cierta poblacion en un momento dado estan
evadiendo la respuesta inmune inducida por la vacuna. En este sentido, los resultados de
este estudio demuestran una predominancia del genotipo G2P[4], el cual se detectd en el
92% de los casos positivos por rotavirus. Este hallazgo estd en congruencia a lo reportado
por otros investigadores en América Latina; por ejemplo, en Brasil en el 2009 se report6 un
96% de casos de rotavirus del genotipo G2P[4] después de implementada la vacunacién por
rotavirus [Carvalho-Costa et al., 2009]. En general, el incremento del genotipo G2P[4] en la
etapa post vacunacion se ha reportado por diferentes grupos de investigacion en los ultimos
afios, llegando a la conclusion que la vacuna monovalente de rotavirus parece ser menos
efectiva en la prevencién de la diarrea causada por rotavirus del grupo A del genotipo
G2PJ[4], el cual no comparte ninguno de los antigenos de superficie con la cepa de la
vacuna [Ruiz-Palacios et al., 2006]. El incremento en la prevalencia de este genotipo y la
reducida proteccién que tiene la vacuna hacia éste puede representar un problema
inminente de salud, ya que en los ultimos afios este tipo de rotavirus se ha asociado con la
ocurrencia de brotes; en nuestro pais en el afio 2006 ocurrié un brote importante de
gastroenteritis por rotavirus debido a este genotipo [Ferrera et al., 2007]. Esto resalta la
importancia de la vigilancia de las gastroenteritis por rotavirus y la deteccién de los
genotipos circulantes y la necesidad de desarrollar medidas preventivas eficientes contra

estos virus.
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Aln y cuando el resultado de la prevalencia de rotavirus y la observada efectividad de la
vacuna en la poblacién infantil son muy alentadores es importante retomar el problema de
las gastroenteritis agudas ya que en los ultimos afios se ha observado un incremento en el

numero de otros agentes virales asociados a este importante problema de salud.

Diferentes autores han evaluado la dindmica de la etiologia de la gastroenteritis viral en la
etapa post vacunacion de rotavirus y definen a norovirus como un agente emergente e
importante en la ocurrencia de casos esporadicos y epidémicos y establecen la importancia
de investigar o establecer un sistema de vigilancia para estos virus [Fioretti et al., 2011; Lin
et al., 2010; Rivera et al., 2011]. En un estudio realizado en Nicaragua (2007-2008) con el
fin de determinar si la vacuna pentavalente RV5 disminuia el nimero de casos de infeccion
por RV Bucardo y colaboradores concluyen que la introduccion de la vacunacion reduce la
transmision de RV en la comunidad y recomiendan se dé un seguimiento de NoV en la
etapa post vacunacion al determinar en aguas residuales una elevada prevalencia de NoV en

comparacién con rotavirus [Bucardo et al., 2011].

En esta investigacion se determind una prevalencia de norovirus del 13% en casos
esporédicos en nifios menores de cinco afios, la cual es comparable a la reportada en
Nicaragua (12%) [Bucardo et al., 2008] y Venezuela (13%) [Gonzalez et al., 2011], y
menor a la que se reporta en Perl (17.4%) [Rivera et al., 2011]. A pesar que el cuadro de
gastroenteritis por NoV se suele referir como moderado y de rapida recuperacion, es de
especial interés el alto porcentaje (38.5%) de los casos positivos por NoV que necesitaron
ser hospitalizados, a diferencia de lo reportado en Nicaragua (15%) en 2008 [Bucardo et al.,

2008].
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En este estudio el 92.3% de los casos positivos por NoV se agruparon en el genogrupo I, lo
que concuerda con lo reportado en otros paises como Venezuela [Rivera et al., 2011] y en
general a nivel mundial. Si bien no se ha podido establecer la causa de esta marcada
predominancia del genogrupo 11, esta demostrado que la excrecion viral para el Gll es 100
veces mayor que para el Gl, lo que facilitaria su diseminacion en el ambiente [Chan et al.,
2006].

La literatura establece que los NoV son virus con mucha variabilidad genética.
Interesantemente, las cepas circulantes en nifios de Tegucigalpa corresponden Gnicamente a
los genotipos Gll.4 y GII.16 incluidas en el genogrupo Il que es el mas frecuente en la
region y a nivel mundial [Bucardo et al., 2008; Xavier et al., 2009], a diferencia de otros
estudios en América Latina que reportaron la circulacion de un mayor nimero de genotipos
[Fioretti et al., 2011]. El andlisis filogenético de las cepas hondurefias de NoV permitid
agruparlas junto con cepas brasilefias y de referencia observandose una baja divergencia en
la secuencia de nucleétidos. Es importante hacer notar la dificultad en la obtencion de
secuencias de NoV de otros paises Latinoamericanos; esta dificultad radica principalmente
en la utilizacion de diferentes protocolos para la caracterizacion molecular de NoV basados
en diferentes regiones del genoma del virus y sugiere la necesidad de consensuar dichas
metodologias con el objetivo de facilitar la comparacion entre los resultados obtenidos en
cada pais.

Un Gnico genotipo, Gll.4, se ha asociado con todas las epidemias de gastroenteritis por
NoV a nivel mundial. Este genotipo utiliza diferentes mecanismos de variacion y da como
resultado el surgimiento de nuevas variantes antigénicas. Diferentes variantes epidémicas
de NoV han surgido en los altimos 15 afios; en 1995-1996, 2002, 2004, 2006, 2007-2008 y

en 2009 [Bull and White, 2011]. Dentro del genotipo Gll.4, se detectd en Tegucigalpa la
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circulacién de dos variantes; 2006b y 2010. La variante 2006b es una descendiente de la
cepa de NoV denominada como Farmington Hills 2002, dicha variante circul6 entre 2006-
2010 y se convirtié en predominante durante 2007. Las variantes de NoV pueden variar de
acuerdo a la region geogréafica; en Brasil por ejemplo recientemente se reportd la

circulacién de las variantes 2004, 2006a y 2006b del genotipo Gl11.4 [Fioretti et al., 2011].

Por otro lado, la frecuencia obtenida de astrovirus humanos (5%) es comparable a la
reportada en otros paises latinoamericanos [Espul et al., 2004; Mendez-Toss et al., 2004;
Soares et al., 2008]; sin embargo, segun la literatura estas frecuencias pueden oscilar de
acuerdo a la region geogréfica y la época del afio en que se realice la deteccion [Victoria et
al., 2007]. En este estudio se detecto la circulacion de tres genotipos de astrovirus: HAstV-
1, HAstV-2 y HAstV-8, siendo los mas frecuentes los tipos 1 y 8; no se observo un
predominio claro de alguno de los tres genotipos a diferencia a lo reportado en la literatura
de paises de la region [Espul et al., 2004; Soares et al., 2008; Victoria et al., 2007]. El
andlisis filogenético de las cepas hondurefias de astrovirus humanos demuestra una alta
homologia (96.6%) con cepas de HAstV-1 y HAstV-8 detectadas en paises
latinoamericanos y las cepas de referencia, a diferencia de la cepa hondurefia HAstV-2 que
formd un grupo independiente con una homologia del 93.4% con la cepa de referencia

(Figura 11).

Diversos estudios establecen que es frecuente la asociacion de rotavirus con otros
enteropatdgenos, principalmente otros agentes virales como astrovirus [Mendez-Toss et al.,
2004; Victoria et al., 2007]; no obstante, este estudio no reveld infecciones mixtas entre

estos dos virus, con la excepcion de una coinfeccidn entre norovirus y astrovirus humanos.
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La asociacion entre edad y agente viral revelada en este estudio es congruente a lo que se
reporta en estudios anteriores en el pais y en la literatura global. Rotavirus y norovirus se
manifestaron practicamente en todos los grupos de edad, principalmente en nifios menores
de dos afios. De forma similar, los astrovirus humanos fueron detectados en nifios entre los
9-36 meses de edad, el 80% de ellos menores de dos afos; lo anterior coincide con reportes
que establecen que la prevalencia de astrovirus esta relacionada con la edad [Giordano et
al., 2004; Moser and Schultz-Cherry, 2005; Victoria et al., 2007]. Recordemos que la
lactancia es una época de inmunidad a muchos agentes patégenos debido a los anticuerpos
maternos obtenidos de la madre. Una vez terminada esta etapa, el infante inicia el proceso
de reaccion a los agentes patdgenos, sin mucho éxito protector, lo que aumenta la
posibilidad sobretodo de infeccion por HAstV, como lo demuestran los resultados de

nuestra investigacion descritos en la tabla 5.

Consecuentemente, los bajos niveles de frecuencia en nifios mayores de dos afios se puede
atribuir posiblemente a la adquisicion de inmunidad protectora contra estos virus entéricos,
resultado de la exposicion a estos virus desde edades tempranas [Moser and Schultz-
Cherry, 2005]. Se ha documentado que el sistema inmune juega un rol importante en la
proteccion a la infeccidn por rotavirus y astrovirus humanos; se destaca la importancia de la

respuesta inmune humoral en la proteccion a la infeccion con astrovirus [Koci, 2005].

Entre otros factores asociados a la susceptibilidad a la infeccion por virus entéricos, se
menciona al género. En el caso de rotavirus se ha observado una diferencia significativa
con este factor, siendo los nifios mas susceptibles que las nifias. Sin embargo, en nuestro

estudio no se pudo establecer dicha relacion probablemente por el nimero de muestras
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recolectadas. Algunos autores han propuesto que la infeccion por astrovirus no esta
relacionada con el género de los individuos infectados [Cruz et al., 1992; Soares et al.,
2008], lo que concuerda con los resultados obtenidos en nuestro estudio ya que no se
observo una diferencia significativa entre género y la infeccion por astrovirus.

En relacion a otras variables como el nivel socioeconomico, se observd que la mayoria de
los casos provenian de areas urbanas de clase media-baja, lo que podria sugerir que la
infeccidn de virus entéricos es mas prevalente en nifios que viven en areas pobres como lo
menciona Cruz et al. [Cruz et al., 1992]. No obstante, para poder establecer que el nivel
socioecondmico estd relacionado con la infeccion por astrovirus u otros patdgenos
entéricos, se necesitan estudios comparativos que incluyan participantes de diferentes
sectores de la ciudad. Por otro lado, se menciona que las variables socioecondémicas no son
determinantes en la ocurrencia o no de infecciones por virus entéricos, debido a que
muestran prevalencias similares en paises desarrollados y en vias de desarrollo, como es el

caso de norovirus [Patel et al., 2008].

El hecho que la diarrea aguda continte siendo un problema de salud publica en el pais, hace
imperante la necesidad de vigilar e investigar su etiologia para poder establecer medidas de
prevencion adecuadas. La informacion obtenida en este estudio, es un avance en la
comprension de la diversidad de agentes etiologicos virales responsables de la diarrea
infantil aguda. A partir de esta informacion se puede plantear la necesidad de desarrollar
estudios de investigacion que abarquen un mayor periodo de estudio e involucre mas
centros asistenciales para obtener una mejor representacion de la importancia de estos tres

agentes virales en la ocurrencia de gastroenteritis aguda.
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6.

CAPITULO 6

CONCLUSIONES

1.

2.

Se reporta por primera vez en Honduras la prevalencia de norovirus y astrovirus
humanos en nifios menores de cinco afios con diarrea aguda; se describen los
genotipos circulantes de los mismos, lo que sugiere una diversidad importante de

agentes virales asociados a gastroenteritis aguda.

Se demostrd que rotavirus contindan siendo el agente mas prevalente asociado a
gastroenteritis aguda en nifios menores de cinco afos, que mantiene su pico de
infeccidn tipico durante el primer trimestre del afio y que afecta principalmente a los
nifios menores de un afo; sin embargo, la reduccion en su prevalencia en
comparacién a afios anteriores sugiere un buen desempefio de la vacuna en esta

poblacion.

Las técnicas de tamizaje utilizadas en el estudio de rotavirus y astrovirus
demostraron buena concordancia con una técnica mas sensible como lo es la RT-
PCR, por lo que su aplicaciéon a nivel de campo o en laboratorios donde no se
cuenta con la infraestructura para desarrollar andlisis moleculares ayudaria a
evidenciar la prevalencia nacional de estos dos agentes virales en la poblacién
infantil hondurefa; sin embargo, seria prudente evaluar sistematicamente la calidad

analitica de estos ensayos.
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4. Se logré estandarizar dos métodos de deteccion molecular para norovirus y
astrovirus respectivamente, lo que capacita al laboratorio de Biologia Molecular de
la Escuela de Microbiologia de la UNAH para apoyar al sistema de salud nacional
en el estudio o investigacion de brotes de gastroenteritis aguda, permitiendo de esta

manera abordar de una forma mas adecuada dichos brotes.

En resumen, los resultados de este estudio demuestran que rotavirus del grupo A, norovirus
y astrovirus humanos son patdgenos importantes asociados con gastroenteritis aguda en

nifios menores de cinco afos en Tegucigalpa, Honduras.
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CAPITULO 7

7. RECOMENDACIONES

e Como se observa en los resultados, la etiologia viral determinada en la poblacién en
estudio es relativamente alta. Si consideramos la disponibilidad y eficacia de las
pruebas de tamizaje utilizadas para estos agentes virales en la presente investigacion
seria util aplicarlas como diagndstico de rutina para pacientes con gastroenteritis y
asi poder abordar méas rapidamente al paciente y evitar prescribir terapia
antimicrobiana innecesaria.

e La alta prevalencia encontrada de norovirus, sugiere que el virus podria circular en
otros grupos de edad y desencadenar brotes de gastroenteritis. Las metodologias
diagndsticas estandarizadas en este estudio podrian apoyar en la caracterizacion de
estos brotes a fin de identificar el agente causal.

e En relacion a rotavirus, los resultados evidencian una disminucion en su prevalencia
en la poblacién infantil; sin embargo, resulta importante estudiar esta infeccion en
otros grupos de edad, asi como también estudiar otros grupos de rotavirus (RV-B,
RV-C), que en los ultimos afios la literatura reporta constantes asociaciones de
casos de gastroenteritis a estos grupos de rotavirus. Por otra parte, es importante
ampliar los estudios de rotavirus en animales para evaluar posibles eventos de
infecciones con potencial zoonotico en nuestro pais.

e De forma general, es importante continuar la caracterizacion molecular de NoV y
HAstV en casos de gastroenteritis infantil con el fin de determinar el impacto real

de estos agentes en nuestro pais y determinar sus variantes genotipicas circulantes.
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CAPITULO 8
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ANEXOS

Anexo 1. Flujograma de Trabajo

“Epidemiologia molecular de virus entéricos asociados a gastroenteritis en nifios
menores de 5 afos en Tegucigalpa, Honduras”

Nifo < de 5 afios con Consentimiento No No se acepta como

diarrea aguda Informado participante

!

Llenar cuestionario

}

Muestra de heces

diarreica de nifio

v

Preparacion suspension 10% en PBS

A 4

\ 4

Deteccidn de rotavirus Deteccion de

astrovirus
Positivol ‘ Positivo
Extraccion ARN viral Extraccion ARN viral
PAGE Transcripcion reversa

(para rotavirus)

b b

Transcripcién reversa PCR para confirmar
astrovirus y detectar
l norovirus humanos
s Positivo
Genotipificacion de ‘
rotavirus A Secuenciacién y

Analisis filogenético
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Anexo 2: Solicitud de aprobacion ética

Tegucigalpa M.D.C. 7 de Septiembre del 2010
Dr. Rogelio Garcia

Gerente Docencia e Investigacion

Instituto Hondurefio de Seguridad Social
Presente

Estimado Dr. Garcia:

Es un placer dirigirme a Ud. deseandole éxitos en sus delicadas funciones.

La Escuela de Microbiologia de la Universidad Nacional Autonoma de Honduras estd
coordinando a través de mi persona un estudio sobre la Etiologia de Diarreas Agudas en
Nifios Menores de 5 Afios en el Distrito Central, Francisco Morazan, el cual esta siendo
financiado en parte por la Red de Investigaciones en Enfermedades Tropicales (NeTropica)
y por la Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondticas (Proyecto Teasdale-Corti,
Canada-Honduras).

Debido a la magnitud e importancia que representa la enfermedad diarreica aguda en nifios
menores de 5 afos, a la escasa informacion de la prevalencia de virus, bacterias y parasitos
entéricos productores de diarrea infantil y a la falta de estudios de ETEC, incluyendo
toxinas y factores de colonizacion mas frecuentes involucrados en esta patologia, el estudio
propuesto es de sumo interés ya que pretende llenar el vacio de conocimiento existente.
Estaremos investigando los principales agentes etioldgicos antes mencionados mediante
pruebas microbioldgicas tradicionales y pruebas moleculares aplicando técnicas como la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) multiplex, PAGE, secuenciacién, entre otras.
Por lo anterior, estamos solicitando que esta investigacion sea considerada por los
miembros del Comité para su aprobacion ética.

Le adjunto un resumen del Proyecto, la ficha epidemioldgica y la hoja de consentimiento
informado para una informacion mas detallada.

Agradeciendo de antemano su pronta colaboracion al desarrollo del presente estudio, queda
de Ud.

Atentamente,

Dra. Annabelle Ferrera, Ph.D.
Biologia Molecular
Escuela de Microbiologia, UNAH
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Anexo 3: Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PATICIPAR COMO VOLUNTARIO EN EL
ESTUDIO DE INVESTIGACION

“Etiologia de las diarreas aguda en nifios menores de 5 afios en Tegucigalpa, Honduras”

Dra. Annabelle Ferrera’, Dra. Lourdes Enriquez', Dra. Maribel Rivera?,
Dr. Jafet Ortiz®, Lic. Jessy del Carmen Espinoza®, Br. Jessy Cabrera’.

! Catedratica Escuela de Microbiologia, UNAH; ?Infect6loga Pediatra, IHSS; *Estudiante Maestria
en Enfermedades Infecciosas y Zoonoéticas, UNAH; “Estudiante en Servicio Social, Escuela de
Microbiologia,

Nombre del Participante: Cadigo:

PROPOSITO DEL ESTUDIO:

¢ Queé es la diarrea aguda?

La diarrea es un sindrome clinico que se caracteriza por la ocurrencia de tres 0 mas evacuaciones
liquidas o semiliquidas en las Gltimas 24 horas y con menos de catorce dias de duraciéon. A menudo
se acompafa de otros signos y sintomas clinicos, como vomito y fiebre. Una diarrea aguda puede
llegar a causar una deshidratacion y desequilibrio de los electrolitos.

La diarrea aguda de origen infeccioso es causada por una diversidad de microorganismos, que en
forma general incluyen: virus, bacterias y protozoos. El cuadro clinico puede ser muy parecido pero
es importante determinar el agente causante de la enfermedad para poder establecer un mejor
control de la misma.

¢, CUAL ES EL PROPOSITO DE ESTE ESTUDIO DE INVESTIGACION?

El propdsito de este estudio es investigar cuales son los diferentes microorganismos que estan
provocando diarrea en los nifios menores de 5 afios a fin de poder proporcionar informacion a los
médicos de los servicios de Pediatria y a la Secretaria de Salud para que implemente nuevas
politicas de prevencion y control y asi garantizar una mejor salud para los nifios hondurefios.

¢POR QUE EN NINOS MENORES DE 5 ANOS?

En este estudio se decidié incluir a los nifios menores de 5 afios por ser el grupo de la poblacién mas
afectada y més vulnerable por este tipo de enfermedad.

Los nifios que participaran en el estudio seran escogidos de entre los nifios que asisten con un
cuadro de diarrea a los Centros de Salud “Alonso Suazo” y “Villa Adela”, asi como también al
Hospital de Especialidades del Seguro Social y al Hospital Escuela.
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¢ QUE SIGNIFICA PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO DE INVESTIGACION?

Como en este estudio se trabajara con nifios menores de 5 afios, necesitamos su autorizacion para
poder tomarlo como participante. En caso que decida que su nifio puede participar en el estudio, lo
que se hara es lo siguiente:

Primero, usted va a responder verbalmente una serie de preguntas sobre su hijo que le vamos a
hacer en forma de una entrevista. Estas son preguntas de naturaleza general. Por ejemplo: el
nombre, la edad, si es nifio o nifia, la sintomatologia que presenta, la severidad de los sintomas,
estado de vacunacion. Asi mismo, se incluyen preguntas sobre las condiciones de su casa.
Posteriormente cada participante proporcionard una muestra de heces, para lo cual se le
proporcionaré una bolsa pléstica estéril y un frasco para que introduzca dicha bolsa.

¢ CUALES SON LOS BENEFICIOS DE ESTE ESTUDIO DE INVESTIGACION?

Este estudio tiene varios beneficios:

Para Usted: Porque le vamos a hacer pruebas de laboratorio al nifio para microorganismos
entéricos causantes de diarreas (por ejemplo, Rotavirus, Escherichia coli, Giardia lamblia); en caso
que sus resultados sean positivos, le vamos a entregar una copia de los resultados de laboratorio, lo
que guiard al médico para su tratamiento. También se le dard informacion o indicaciones sobre
cdmo prevenir estas infecciones.

Para la comunidad: Con este estudio se van a obtener informacion cientifica muy importante sobre
los virus, bacterias y parésitos que causan diarreas en los nifios menores de 5 afios y se podran
introducir nuevas politicas de prevencién de vigilancia y control de este tipo de enfermedades.

ESTE ESTUDIO DE INVESTIGACION CONLLEVA UN “RIESGO MINIMO”

Debido a que la muestra a recolectar de su hijo es una muestra de heces, este estudio se denomina
de “Riesgo Minimo” (o sea de riesgo fisico muy pequefio); sin embargo, usted podria sentirse
apenado/a al responder algunas preguntas en la entrevista o al proporcionar la muestra de heces.

¢ QUE SE LE VA A HACER A LAS MUESTRAS DE HECES?

La muestra de heces de su hijo/a va a ser usada Unicamente para estudiar microorganismos entéricos
causantes de diarreas. Estas pequefias cantidades de heces no tienen ningun valor comercial y no
pueden ser vendidas, ni pueden ser usadas para nada mas que para estudios de laboratorio. Su
muestra de heces va a ser tratada con confidencialidad. Sin embargo, debido a la importancia de
hacer estudios posteriores relacionados a estos agentes, le solicitamos permiso para poder usar la
muestra de su nifio en estudios futuros.

PROTECCION DE LA CONFIDENCIALIDAD DE LA INFORMACION, MUESTRAS DE HECES Y
ANALISIS DE LABORATORIO

Toda informacidn personal y médica que se obtenga o produzca en este estudio de investigacién es
estrictamente confidencial. Se va a respetar su privacidad en todo momento y su identidad nunca va
a ser revelada o compartida con personas ajenas al estudio a menos que usted haya dado su
autorizacién de compartirla con su médico o enfermera. Toda su informacidn, sus muestras y sus
andlisis estaran guardados en lugares seguros y protegidos de personas no autorizadas. Se le va a
asignar un cédigo privado (en la forma de un numero) para identificar todos los documentos y
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muestras de heces. So6lo los investigadores y/o entrevistadores van a saber cuél es su cédigo
privado.

En caso que usted tenga mas preguntas sobre el estudio, puede contactar a la Doctora Annabelle
Ferrera llamando al nimero de teléfono: 232-5836 o visitandola en la Escuela de Microbiologia,
UNAH localizado en el Edificio CB 4to piso, Boulevard Suyapa, Tegucigalpa.

CONSENTIMIENTO

Entiendo que mi hijo(a) menor de edad ha sido invitado/a a participar en el estudio de investigacion
titulado “Etiologia de diarrea aguda en nifios menores de 5 afios”.

Yo doy testimonio que los entrevistadores me han explicado en detalle todos los aspectos del
estudio en forma verbal y escrita.

Yo entiendo completamente que el estudio es sobre virus, bacterias y parasitos entéricos, porque
estos microorganismos han causado muchos casos de diarrea en los ultimos afos.

Yo aqui doy testimonio que he aceptado en nombre de mi hijo la invitacion a participar en el
estudio, quien podra también expresar su deseo de participar en el estudio. Yo he tomado esta
decision basado en la informacion que he recibido y/o leido. Yo he tenido la oportunidad de recibir
los detalles adicionales que he querido sobre el estudio y entiendo que puedo hacer preguntas en el
futuro.

Yo entiendo que mi participacion es LIBRE Y VOLUNTARIA, que puedo rehusar a contestar
algunas preguntas y dar informacién sobre algunos aspectos que no me hagan sentirme cémodo.

Yo entiendo que los investigadores me contactaran en un centro asistencial y que me harén
preguntas personales sobre mi hijo, sobre su salud, su historia pasada en relacion a diarreas y las
condiciones de nuestra vivienda y daré una muestra de heces de mi hijo a los investigadores la cual
sera analizada en el laboratorio de Biologia Molecular o el laboratorio Teasdale-Corti de la Maestria
en Enfermedades Infecciosas y Zoonéticas de la Escuela de Microbiologia de la UNAH, para saber
si la diarrea es ocasionada por un virus, bacteria o parasito entérico.

Yo entiendo que Unicamente si mis resultados fueren positivos para alguno de los microorganismos
causantes de diarrea tengo derecho a tener una copia de mis resultados de laboratorio para mi propio
registro o para darselos a mi médico.

Yo entiendo que si tengo mas preguntas sobre el estudio, puedo contactar a la Doctora Annabelle
Ferrera llamando al nimero de teléfono: 232-5836 o visitandola en la Escuela de Microbiologia,

UNAH localizado en el Edificio CB 4to piso, Boulevard Suyapa, Tegucigalpa.

Yo entiendo que recibiré una copia firmada del formato de consentimiento para mi propio registro.
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Divulgacion de la informacion de los registros médicos:

Yo aqui autorizo la divulgacion de la informacién de mis
registros médicos a los investigadores que hacen parte del estudio “Etiologia de diarrea aguda en
nifios menores de 5 afios” para el propdésito de la investigacion siempre y cuando se mantenga la
privacidad.

Yo he leido y entendido la informacion contenida en este documento.

Yo acepto voluntariamente participar en este estudio de investigacion.

Nombre del padre, madre Firma Fecha
0 responsable

Persona Autorizada que Acepta la Firma de la Persona Autorizada que Fecha
Participacion Acepta la Participacion
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Anexo 4: Ficha de recoleccion de datos
FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
Unidad de Salud:
Centro de Salud Alonso Suazo ( ) Centro de Salud Villa Adela () IHSS () Hospital

Escuela ()

Datos Generales:
Nombre Expediente

Fecha de nacimiento Edad: (afos)

(meses)
Sexo:M( ) F( ) TipoSanguineo: ABO( )Rh( )

Domicilio:

Fecha de inicio de la diar No. de evacuaciones al dia

Evacuaciones con sangre: NO () SI () Vémitos: NO () SI( ) No. de vomitos al dia_
Fiebre: NO () SI() Temperaturamaxima___ °C  No cuantificada ( )
Deshidratacion: NO ( ) SI( ) Choque ( ) Hospitalizacion NO () SI( ) Centro_
Manejo: Sales de rehidratacion oral NO () SI( )

En casa (plan A) ( ) En centro de salud (plan B) En hospital (plan B 6 C) ( )
Hidratacion endovenosa NO ( ) SI () Centro
Uso de antibidticos: NO (1) SI () Otro

(Nombre ¢ tipo) (Describa tipo de medicamento)

¢ Recibid vacuna contra Rotavirus?
NO () SI'( ) Ndmero de dosis: Una( ) Dos ( ) Fecha
Cuadros diarreicos en el afio: Una ( ) Dos ( ) Tres ( ) Mas de cuatro ( )

Otras enfermedades en los Gltimos 6 meses: Si () ¢Cuales? No ()
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Alimentacion:

Lactancia materna NO () SI ( ) No aplica ()

Lactancia artificial: NO ( ) SI'( ) Noaplica ()

Lactancia mixta NO ( ) SI () Noaplica( ) Comida sélida: NO ( ) SI ()

Persona que cuida al nifio(a):

madre ( ) padre ( ) abuela () tia( ) vecina( ) empleada( ) Guarderia o similar ()
Vivienda:

Tipo de piso: Tierra( ) Cemento ( ) Ladrillo( ) Ceramica ()

Disposicion de excretas: Servicio sanitario ( ) Letrina () Defecacion al aire libre ()
Basura: Trendeaseo ()  Queman la basura ( ) Botan la basura en solar baldio ( )
Agua: Potable ( ) Pozo( ) Compraa Cisterna ( )

Ingiere: Agua purificada ( ) Aguaclorada ( ) Agua hervida ( ) Ningun tratamiento ( )
Procedencia de los alimentos: Mercado ( ) Supermercado ( ) Pulperia ()

Otros

Medidas Higiénicas: Bafia al nifio todos los dias ()
lavado de alimentos antes de consumirlos ()
Lavado de manos antes de comer () lavado de manos después de ir al bafio ()

Uso de pafales desechables () Otros

Otra familiar con diarrea: Si () ¢Quién? No ()
Otros nifios viviendo en la casa: Si () ¢Cuantos? No ()
Animales: Si ( ) ¢Cuéles? No ()

Completado por:

Fechay Hora:
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Anexo 5: Aprobacion del Comité de Etica

Instituto Hondurefio de Seguridad Social

TEGUCIGALPA 8 DE OCTUBRE DEL 2010

DRA. LOURDES ENRIQUEZ

DRA.ANNABELLE FERRERA

MAESTRIA EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y ZOONOTICAS,
ESCUELA DE MICROBILOGIA DE LA UNAH.

Informo a usted que el comilé de investigackon v el comite de biostica dependientes de

Ia Grerencia de Docencia e Investigacion del TH33, ha aprobado sin ninguna enmienda el
protocele de investigacion :

“ETIOLOGIA DE LAS DIARREAS AGUDAS EN NINDS MENORES DE 5

ANOS EN EL DISTRITO CENTRAL, FRANCISCO MORAZAN, HONDURAS™

A realizar por los Doctores: Annabelle Ferrers. Lourdes Enriguoez, Maribei Rivera, Jafet Ortiz,
Jessy del Cammen Cialeas, Jessy Cabrera v Ada Mena

Deseindole muchos éxitos en la pealizacidn del estudio v muy orgullozos de mcluir

siempre al IHSS,

Adentamenie,

I. ACi=
-:Ili'li,_.“_.wllhl' y r

DIRLLUTS ROG i"l..I'D G
GERENTE NACIONAL DE I}'DCEWCIA E INVESTIGACION THSS

i LEAED Py TODOG . WAk SEGURD

Haepital de Especalidades Bario la Grama tel. 2250011 exc. 111
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Anexo 6: Aplicacion al comité de Bioseguridad
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
MAESTRIA EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y ZOONOTICAS
COMITE DE BIOSEGURIDAD
FORMULARIO DE EVALUACION

Si tiene alguna consulta o requiere asistencia para completar este formulario, favor
contactar a la Oficial de Bioseguridad de la MEIZ al teléfono (504) 2252 0282 o al
correo electrénico <adazelaya@yahoo.com>

Datos Generales

Nombre de proyecto:

“Epidemiologia molecular de virus
entéricos asociados con gastroenteritis en
nifios menores de cinco afios en

Tegucigalpa, Honduras”

Departamento o unidad ejecutora:
Maestria en Enfermedades Infecciosas y
Zoonoticas, Escuela de Microbiologia,
UNAH.

Alumno (s) responsable de la
investigacion:
José Jafet Ortiz, Q.F.

Profesor (s) responsable:
Annabelle Ferrera, Ph.D.

Laboratorio (s) en que se llevara a cabo
la investigacion:

1.- Laboratorio de Biologia Molecular,
Escuela de Microbiologia, UNAH.

2.- Laboratorio Teasdale — Corti, Maestria
en Enfermedades Infecciosas y Zoonoticas,
Escuela de Microbiologia, UNAH.

Instituciones participantes:

1.- UNAH

2.- IHSS

3.- Hospital Escuela

4.- Centro de Salud Villa Adela
5.- Centro de Salud Alonso Suazo
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Naturaleza de la Investigacion

Nombre de los agentes infecciosos que
manipulara:

Rotavirus humanos, calicivirus humanos y
astrovirus humanos.

¢ Cuenta con las hojas de seguridad
(MSDS) impresas de los

microorganismos que manipulara?

¢En que nivel de riesgo estan clasificados
Los agentes infecciosos que manipulara?
1 X 4

¢ Cuél es el nivel de bioseguridad con que
trabaja el laboratorio en el que

desarrgllara la investigacion?

. X
STR I 1 -
¢ Utilizara reactivos quimicos?
Si | x |:| ¢ Cuenta con las hojas de seguridad

Enumere las sustancias quimicas que
utilizaré con mayor frecuencia

1. Soluciones tampén de PBS y TRIS-
HCI

2. Kits comerciales de reactivos para
ELISA e inmunocromatografia
(incluye soluciones tampdn,
peroxidasa como sustrato y &cido
sulfarico 1N como solucion de
parada)

3. Kit comercial para extraccion de
ARN (Las soluciones tampon
contienen tiocianato de guanidinio).

4. Etanol, acetona, acido acetico,
hidréxido de sodio, formaldehido,
metanol, glicerol, nitrato de plata.

5. Agarosa, acrilamida

6. Bromuro de etidio

(MSDS) de los reactivos quimicos que
utilizarg?
Si

X
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¢En que estado manipulara el o los agentes infecciosos?

Cultivos puros en plac1_| Cultivos en
ADN/ARN | x Cultivo de tejido{ |

Tipo de muestras que manipulara Heces |

Tejidos Otros liquidos bioldgico
Sangre Muestras ambientales*
Orina Cultivos puros
Animales Otras

*Tipo de muestras ambientales

1.

Describa las técnicas que utilizara:

Se realizaran pruebas inmunocromatograficas y de ELISA para la deteccion de
rotavirus del grupo A y astrovirus humanos respectivamente; se seguiran las
instrucciones del fabricante para determinar especimenes positivas para estos
virus.

Mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) se determinaran los
electroferotipos de rotavirus del grupo A, los cuales seran comparados
posteriormente con los genotipos encontrados.

Todas las muestras positivas para los diferentes virus seran caracterizadas en
genotipos mediante una reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion
reversa (RT-PCR) usando cebadores dirigidos a regiones de genes especificos
de cada uno de los virus en estudio. Los productos de PCR seran analizados por
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% utilizando bromuro de etidio como
marcador.

Los productos obtenidos de la RT-PCR seran purificados utilizando un kit

comercial, para su posterior secuenciacion.
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CONTROLES PRIMARIOS

Controles de Ingenieria

¢El laboratorio en que desarrollara la
investigacion cuenta con cabina de
seguridad biologica?

Si [X No

¢El laboratorio en que desarrollara la
investigacion cuenta con autoclave dentro
del laboratorio?

Si X No

¢El laboratorio en que desarrollara la
investigacion cuenta con campana de
seguridad quimica?

Si | No

¢El laboratorio en que desarrollara la
investigacion cuenta con espacio adecuado
para realizar la investigacién?
Si | g No

Si su respuesta es negativa ¢Como suplird

esta carencia?

Equipo de Proteccion Personal (EPP)

Gabacha | X Guantes

Mascarilla quirtrgica Mascarilla N95 Lentes | x

¢Qué tipo Equipo y materiales de proteccion personal usara en su investigacion?

Cabina de bioseguridad | x

Procedimientos Operativos Estdndar (POE)

¢Cuenta con los POE’s siguientes?

Si No No aplica

1.- Toma de muestras

2.- Manejo de desechos bioinfecciosos

3.- Transporte de muestras

4.- Uso de la CSB

5.- Almacenamiento de muestras

6.- Puesta y quitado de EPP

7.- Limpieza de derrames

X| X| X| X| X| X| X
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8.-0Otro
Controles Administrativos
Si No No aplica
1.- ¢ Ha recibido entrenamiento para el uso X
de la CSB?
2.- ¢Ha recibido entrenamiento para el uso X
del autoclave?
3.- ¢Ha recibido entrenamiento para puesta X
y quitado de EPP?
4.- ¢Ha recibido entrenamiento para X
limpieza de derrames?
5.- ¢Ha sido vacunado contra la Hepatitis X
B?
6.- ¢Ha recibido entrenamiento para el uso X
de la campana de seguridad quimica?
7.- ¢Conoce las caracteristicas quimicas de X
los reactivos que utilizard en la
investigacion
8.- Otros

Este formulario sera remitido la Oficial de Bioseguridad de la MEIZ, Dra. Ada Zelaya
quien, en conjunto con el Comité de Bioseguridad de la Escuela de Microbiologia de la
UNAMH, tendra a su cargo asegurarse de que el proyecto sea implementado con las normas
de seguridad bioldgica apropiadas para el nivel de riesgo. La aprobacion del proyecto
por el Comité de Bioseguridad es requisito obligatorio antes de comenzar el trabajo

con sustancias infecciosas, quimicas o radioactivas.
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Para uso exclusivo del Comité de Bioseguridad. Escuela de Microbiologia. UNAH

Fecha de Aprobacion ;
Nombre de quien Aprobd

(dd/mm/aaaa)

Firma de quien Aprobo

Nota. A los aplicantes se les informa que el Oficial de Bioseguridad del proyecto Teasdale-

Corti Honduras - Canada y el Comité de Bioseguridad de la Escuela de Microbiologia estan

con toda la disposicion de apoyarles para el cumplimiento de la bioseguridad en sus

investigaciones.
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Anexo 7: Mapa
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Anexo 8: Procedimientos operativos estandar
Universidad Nacional Auténoma de Honduras
Facultad de Ciencias / Escuela de Microbiologia

Laboratorio de Biologia Molecular

Procedimiento Operativo Estandar para la tomay
transporte de muestras fecales

Cddigo: Pagina
POE-LBM-JO-01 1/3
Version 1

Elaborado por: José Jafet Ortiz, Q.F.
Fecha: 18 de febrero de 2011

Revisado por: Annabelle Ferrera, Ph.D.
Aprobado por: Ada Zelaya, M.Sc.

1. Objetivo:

Este POE tiene como objetivo establecer normas para la recoleccién y transporte de

muestras fecales.

2. Campo de aplicacion:

Este POE sera aplicado en los centros asistenciales seleccionados para el estudio para la

recoleccion de muestras fecales e incluye el transporte de las mismas desde los centros

asistenciales involucrados en el estudio hacia el Laboratorio Teasdale-Corti de la Maestria

en Enfermedades Infecciosas y Zoondticas de la Escuela de Microbiologia de la

Universidad Nacional Auténoma de Honduras.

3. Definiciones:

La hielera es un contenedor debidamente rotulado provisto de Ice packs y destinado

unicamente para el transporte de muestras bioinfecciosas.

4. Siglas:

En el texto de este POE se usan las siguientes siglas:

UNAH Universidad Nacional Auténoma de Honduras

POE  Procedimiento Operativo Estandar

EPP Equipo de Proteccion Personal
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5. Condiciones generales:

No aplica

6. Condiciones especificas:

Este POE de recoleccion y transporte de muestras solo sera aplicado una vez que se ha

obtenido por escrito el consentimiento informado de los padres o tutores.

7. Condiciones de Bioseguridad:

Para efecto de este POE se deberdn cumplir los siguientes puntos:

Usar el EPP adecuado (gabacha, guantes).

La muestra serd recolectada por el padre o tutor en una bolsa pléstica, la cual
colocara dentro de un frasco (empaque primario) y serd entregada a los
investigadores.

Este frasco serd entregado a los investigadores y seran colocados dentro de una
hielera provista de Ice packs.

La recepcion de las muestras se realizara sobre una mesa con papel absorbente y se
desinfectard al final de la recoleccion.

Utilizar desinfectante de manos después que se reciba una muestra.

La hielera sera llevada por la persona encargada de la recoleccion de muestras en
transporte puablico directamente al laboratorio para el procesamiento de las
muestras.

Las muestras seran procesadas inmediatamente en el laboratorio, aplicando los
POEs de elaboracion de suspensiones fecales y para la deteccion de rotavirus del
grupo A.

Los frascos seran reutilizados, se debera seguir el POE de manejo de desechos

bioinfecciosos para su correcto tratamiento.

8. Equipos:

Hielera

Ice packs
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9. Material:

10.

11.

Bolsas plasticas

Frascos de vidrio o plasticos
Vifietas

Marcador indeleble

Guantes

Pipetas de transferencia

Procedimiento:
Una vez que se haya obtenido el consentimiento informado de los participantes en el
estudio se procedera a dar la explicacion al participante de como obtener la muestra
de heces.
Se le proporcionara al padre, madre o encargado una bolsa plastica y un frasco de
vidrio debidamente rotulado.
Para este estudio la definicion de caso propuesta plantea que se deberan recolectar
muestras fecales diarreicas.
Se le solicitara al encargado del nifio que coloque la bolsa plastica bajo el pafal a
fin de evitar complicaciones o derrames en la recoleccion de la muestra.
Una vez el nifio haya defecado se le retirara la bolsa plastica y se introducira dentro
del frasco debidamente rotulado.
Ese frasco se colocara dentro de una hielera que contiene “Ice packs”
Una vez que transcurra el tiempo de recoleccion de muestras y que no se exceda de
un numero maximo de seis frascos con muestras fecales, la hielera sera transportada

hacia el laboratorio Teasdale-Corti para el procesamiento de las muestras.

Responsabilidades:

La recoleccion de las muestras asi como el transporte hacia el laboratorio donde seran

procesadas es responsabilidad de los investigadores que figuran en el protocolo del estudio

0 en su defecto por una persona capacitada para ejercer dicha funcion.

98

Derechos reservados



Procesamiento Técnico Documental, Digital

Universidad Nacional Autdnoma de Honduras
Facultad de Ciencias / Escuela de Microbiologia

Laboratorio de Biologia Molecular

Procedimiento Operativo Estandar para la elaboracion de
suspensiones fecales

Cadigo:

POE-LBM-JO-02
Version 1

Péagina
1/3

Elaborado por: José Jafet Ortiz, Q.F.
Fecha: 18 de febrero de 2011

Revisado por: Annabelle Ferrera, Ph.D.
Aprobado por: Ada Zelaya, M.Sc.

1. Objetivo:

Este POE tiene como objetivo establecer normas para la elaboracion de suspensiones

fecales.

2. Campo de aplicacion:

Este POE sera aplicado en el laboratorio de Teasdale-Corti y en el Laboratorio de Biologia

Molecular de la Escuela de Microbiologia de la UNAH para la elaboracion de suspensiones

fecales.

3. Definiciones:
No aplica.

4. Siglas:

En el texto de este POE se usan las siguientes siglas:

UNAH Universidad Nacional Auténoma de Honduras

POE  Procedimiento Operativo Estandar
EPP  Equipo de Proteccion Personal

mL Mililitro

M Molaridad

HCI Acido clorhidrico

CaCl, Cloruro de calcio
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5. Condiciones generales:

No aplica

6. Condiciones especificas:

Este POE se aplicara una vez que la muestra de heces se encuentre en el Laboratorio

Teasdale-Corti. En el laboratorio Teasdale-Corti solo se tomard la alicuota de heces

necesaria para cada muestra. Mientras que en el Laboratorio de Biologia Molecular se

realizara la suspension, se separaran y se almacenaran los sobrenadantes.

7. Condiciones de Bioseguridad:

Para efecto de este POE se deberan cumplir los siguientes puntos:

Usar el EPP adecuado (gabacha, guantes, mascarilla, gafas).

El proceso de separacion de la muestra se realizara dentro de la cdmara de seguridad
bioldgica.

Descartar las pipetas de transferencia y/o aplicadores en solucion de hipoclorito de
sodio al 1% (1).

8. Equipos:

Vortex

Centrifuga

9. Material:

Tubo de centrifuga de fondo cénico de poliestireno de 15 mL

Pipetas de transferencia

Aplicadores de madera

Solucion tampon Tris/HCI 0.01M con 0.0015M de CaCl2 pH7.2
Frascos para almacenamiento de 5 mL debidamente rotulados.

Tubos eppendorf de 1.5 mL para almacenamiento de alicuota de heces.

Frasco para descarte de material contaminado con hipoclorito de sodio al 1%.
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10. Procedimiento:

11.

Colocar aproximadamente 0.5g de la muestra de heces fecales en un tubo de
centrifuga de fondo conico de poliestireno de 15 mL.

En caso de que la muestra sea liquida: adicionar 0.5 mL de la muestra.

Adicionar suficiente solucion tampén Tris/HCI 0.01M con 0.0015M de CaCl2 pH
7.2 para completar el volumen a 5 mL.

Tapar los tubos y homogenizar vigorosamente en vortex durante 20 segundos.
Centrifugar por 20 minutos a 2500 rpm a temperatura ambiente (siguiendo el
procedimiento adecuado de centrifugacion).

Transferir 4 mL del sobrenadante a un frasco debidamente rotulado y descartar el
residuo en un recipiente para descarte de material contaminado conteniendo
solucion de hipoclorito de sodio al 1% para posteriormente ser lavado.

Las suspensiones fecales deberan ser almacenadas en un congelador a -20°C.

Para aquellas muestras cuya cantidad sea inferior a 0.5 g se disminuira
proporcionalmente la cantidad de heces y solucion tampén a fin de obtener una
suspension al 10%.

También se tomara una alicuota de la muestra de heces y se almacenara a -20°C.

Responsabilidades:

La preparacion de suspensiones fecales sera realizada por los investigadores del proyecto o

una persona capacitada para ello.

12.

Referencias Bibliogréaficas:

1. Public Health Agency of Canada, 2001. Material Safety Data Sheets: Rotavirus,

Norwalk virus.
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Universidad Nacional Autdnoma de Honduras
Facultad de Ciencias / Escuela de Microbiologia

Laboratorio de Biologia Molecular

Procedimiento Operativo Estandar para
la deteccion de rotavirus del grupo A

Cadigo: Pagina
POE-LBM-JO-03 1/3
Version 1

Elaborado por: José Jafet Ortiz, Q.F.
Fecha: 18 de febrero de 2011

Revisado por: Annabelle Ferrera, Ph.D.
Aprobado por: Ada Zelaya, M.Sc.

1. Objetivo:

Este POE tiene como objetivo establecer normas para la aplicacién de la prueba Rota-Strip

de Coris Bioconcept para la deteccion de Rotavirus del grupo A.

2. Campo de aplicacion:

Este POE serd aplicado en el laboratorio de Teasdale-Corti y en el Laboratorio de Biologia

Molecular de la Escuela de Microbiologia de la UNAH para la deteccion de Rotavirus del

grupo A en muestras fecales.

3. Definiciones:

Rota — Strip es una prueba inmunocromatogréfica basada en un sistema de membrana

homogéneo con particulas de oro coloidal. La especificidad se debe a un anticuerpo

monoclonal conjugado con particulas de oro y especifico de los antigenos VVP6 del rotavirus

humano grupo A.

4. Siglas:

En el texto de este POE se usan las siguientes siglas:

UNAH Universidad Nacional Autonoma de Honduras
POE  Procedimiento Operativo Estandar

EPP  Equipo de Proteccion Personal

mL Mililitro
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5. Condiciones generales:
Este POE se aplicard de forma simultanea con el POE-LBM-JO-02 cuando se estén

preparando las suspensiones fecales.

6. Condiciones especificas:
e Procure no tocar la nitrocelulosa con los dedos.
e No utilizar los reactivos de otro estuche diferente al que se encuentra en uso.
e No sumergir la varilla por arriba de la linea colocada debajo de la flecha azul ya que
esto podria diluir el conjugado a base de oro coloidal en la solucion tampén.
7. Condiciones de Bioseguridad:
Para efecto de este POE se deberan cumplir los siguientes puntos:
e Usar el EPP adecuado (gabacha, guantes).

e La técnica se realizara sobre un meson cubierto con papel absorbente y sera

desinfectado al final del procedimiento.
e Desechar los guantes, los aplicadores, tubos de ensayo y varillas sensibilizadas de
acuerdo a los POEs de eliminacion de desechos correspondientes.
8. Equipos:

e Cronémetro

9. Material:
e Tubos de ensayo de 5 mL
e Gradilla
¢ Kit de la prueba inmunocromatogréafica
e Pipetas de transferencia

e Aplicadores de madera

10. Procedimiento:

e Indicar el numero de la muestra en un tubo de ensayo limpio. Colocar los tubos

rotulados en una gradilla.

e Afadir 15 gotas de la solucién tampon de dilucién en cada tubo.
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e Introducir el aplicador o asa de siembra que contiene la muestra fecal en el tubo.
Para muestras liquidas se recomiendan dos asadas y para muestras sélidas se
recomienda una sola asada.

e Agitar para homogenizar la solucion y dejar reposar 1 a 2 minutos.

e Sumergir la varilla sensibilizada en el sentido indicado por la flecha azul.

e Dejar incubar 10 minutos.

e Leer e interpretar los resultados.

11.  Responsabilidades:
La realizacion de esta prueba de tamizaje para Rotavirus del grupo A sera llevada a cabo

por los investigadores del proyecto o una persona capacitada para ello.

12. Referencias Bibliograficas:

e Coris BioConcept. Inserto de la prueba Rota-Strip.

13. Anexo:

No aplica.
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Universidad Nacional Autdnoma de Honduras
Facultad de Ciencias / Escuela de Microbiologia

Laboratorio de Biologia Molecular

Procedimiento Operativo Estandar para el tratamiento de Cadigo: Péagina
los derrames en el laboratorio POE-LBM-JO-04 1/4
Version 1
Elaborado por: José Jafet Ortiz, Q.F. Revisado por: Annabelle Ferrera, Ph.D.
Fecha: 30 de marzo de 2011 Aprobado por: Ada Zelaya, M.Sc.
1. Objetivo:

Este POE tiene como objetivo establecer normas para el tratamiento adecuado de los

derrames en el laboratorio.

2. Campo de aplicacion:

Este POE seré aplicado en los laboratorios Teasdale-Corti de la Maestria en Enfermedades
Infecciosas y Zoonoticas y el Laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela de
Microbiologia de la Universidad Nacional Autdnoma de Honduras.

3. Definiciones:

MSDS: es un documento que da informacién detallada sobre la naturaleza de una sustancia
quimica o un agente infeccioso, tal como sus propiedades fisicas y quimicas, informacién
sobre salud, seguridad y riesgos al medio ambiente que estos puedan causar, asi como la
forma de manejarlos en caso de ocurrir un accidente.

Material bioinfeccioso: material que contiene un agente patdgeno que podria representar un
riesgo a la salud.

4. Siglas:
En el texto de este POE se usan las siguientes siglas:

UNAH Universidad Nacional Autonoma de Honduras

POE  Procedimiento Operativo Estandar
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EPP  Equipo de Proteccion Personal

MSDS Hoja de datos de seguridad de materiales
HCI  Acido clorhidrico

NaHCOs3 Bicarbonato de sodio

5. Condiciones generales:

Los derrames de sustancias quimicas, no sélo afectan a las operaciones de laboratorio, sino
gue pueden suponer un riesgo para las personas, los equipos y las instalaciones. En la
mayor parte de los casos, los derrames se deben a pequefias cantidades de productos y
pueden ser controlados y eliminados por el mismo personal del laboratorio de acuerdo con

la hoja de seguridad de la sustancia quimica involucrada.

6. Condiciones especificas:
Se deberan tener al alcance las MSDS de los agentes infecciosos con los que se trabaja y las
MSDS de las sustancias quimicas que se utilizan en el laboratorio a fin de conocer la forma

adecuada de actuar ante un derrame.

7. Condiciones de Bioseguridad:
Para efecto de este POE se deberan cumplir los siguientes puntos:
e Usar el EPP adecuado (gabacha, guantes, mascarilla, gafas, etc.) a fin de evitar
exposicion a los agentes o sustancias involucrados en el derrame.
e Se debera contar con un kit disefiado especialmente para el manejo de un derrame,
el cual debera contener: pafios o papel absorbente, pinzas, recogedores, solucién de
hipoclorito de sodio 1%, soluciones neutralizantes comunes (acido clorhidrico y

bicarbonato de sodio).

8. Equipos:

e Recogedores, Pinzas

9. Material:

e Bolsas plésticas para desechos de sustancias bioinfecciosas.
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10.

Pafios o papel absorbente
Solucion de hipoclorito de sodio al 1% como agente desinfectante
Soluciones de HCI 0.1N y NaHCOs al 3% como agentes neutralizantes comunes (en

caso de derrame de bases o0 acidos respectivamente).

Procedimiento:

En caso de derrame de material bioinfeccioso:

Cubrir el derrame con un pafio o papel absorbente.

Verter hipoclorito de sodio 1% sobre este material absorbente y dejar actuar durante
30 minutos aproximadamente

Retirar el pafio o papel absorbente y descartar en el recipiente de material
bioinfeccioso.

En caso de existir fragmentos de vidrio estos se manipularan con recogedor y/o
pinzay se depositaran en el contenedor de punzocortantes.

El material infeccioso obtenido del derrame se tratard en autoclave o se sumergira

en solucion de hipoclorito de sodio 1% para su desinfeccion.

En caso de derrame de sustancias quimicas:

11.

Colocar sobre el derrame el material absorbente adecuado considerando la
naturaleza de la sustancia quimica implicada.
Neutralizar la sustancia quimica de acuerdo a lo especificado en la MSDS.

Lavar la superficie afectada con agua y jabon.

Responsabilidades:

El tratamiento de los derrames en el laboratorio es responsabilidad del personal de

laboratorio que efectta la operacion en la cual se llevd a cabo el incidente o en su defecto

por el encargado del laboratorio, ya que son estos los que estdn mas familiarizados con los

agentes y/o sustancias involucradas. Bajo ningun motivo este procedimiento se realizara

por el personal de limpieza.
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Universidad Nacional Auténoma de Honduras
Facultad de Ciencias / Escuela de Microbiologia

Laboratorio de Biologia Molecular

Procedimiento Operativo Estandar para el
desechos bioinfecciosos

manejo de

Cadigo:

POE-LBM-JO-05
Version 1

Péagina
1/3

Elaborado por: José Jafet Ortiz, Q.F.
Fecha: 30 de marzo de 2011

Revisado por: Annabelle Ferrera, Ph.D.
Aprobado por: Ada Zelaya, M.Sc.

1. Objetivo:

Este POE tiene como objetivo establecer normas para el manejo de los desechos

bioinfecciosos.

2. Campo de aplicacion:

Este POE sera aplicado en el laboratorio Teasdale-Corti de la Maestria en Enfermedades

Infecciosas y Zoonoticas y el Laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela de

Microbiologia de la Universidad Nacional Autdnoma de Honduras.

3. Definiciones:

Los desechos bioinfecciosos son todos aquellos que pueden contener agentes infecciosos, y

se subdividen en tres tipos: infecciosos, patolégicos y punzocortantes.

4. Siglas:

En el texto de este POE se usan las siguientes siglas:

UNAH Universidad Nacional Autonoma de Honduras

POE  Procedimiento Operativo Estandar

EPP Equipo de Proteccion Personal

CSB  Camara de Seguridad Biologica

5. Condiciones generales:

No aplica
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6. Condiciones especificas:

Se debera cumplir con la normativa y/o sugerencias establecidas por el Comité de

Bioseguridad de la Escuela de Microbiologia de la UNAH.

7. Condiciones de Bioseguridad:

Para efecto de este POE se deberan cumplir los siguientes puntos:

e Utilizar el EPP adecuado (gabacha, guantes).

8. Equipos:

Autoclave

9. Material:

10.

Bolsas plésticas autoclavables

Cinta indicadora de temperatura

Procedimiento:

Las muestras que contengan material bioinfeccioso seran manipuladas dentro de la
CSB.

Todo material bioinfeccioso sera descartado en bolsas plasticas de color rojo
autoclavables (especiales para desechos bioinfecciosos).

Una vez finalizados los procedimientos en la CSB, sacar la bolsa que contiene los
desechos bioinfecciosos y llevar a autoclave.

Seguir el POE especifico para utilizar la autoclave.

Finalizado el proceso de autoclavado, desechar como desechos comunes.

En caso de tratarse de material reutilizable que contiene material bioinfeccioso, este
seré autoclavado antes de ser sometido a lavado.

Si el material a descartar es del tipo punzocortante, este debera ser colocado en un
recipiente de plastico duro (o el contenedor destinado para este fin), deberad ser

autoclavado y se desechara todo el recipiente.
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Universidad Nacional Autdnoma de Honduras
Facultad de Ciencias / Escuela de Microbiologia

Laboratorio de Biologia Molecular

Procedimiento operativo estandar para el almacenamiento
de muestras

Cadigo:

POE-LBM-JO-06
Version 1

Péagina
1/3

Elaborado por: José Jafet Ortiz, Q.F.
Fecha: 30 de marzo de 2011

Revisado por: Annabelle Ferrera, Ph.D.
Aprobado por: Ada Zelaya, M.Sc.

1. Objetivo:

Este POE tiene como objetivo establecer normas para el almacenamiento de muestras.

2. Campo de aplicacién:

Este POE serd aplicado el Laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela de

Microbiologia de la Universidad Nacional Auténoma de Honduras.

3. Definiciones:

Para este POE una muestra puede ser: orina, suero, suspensiones fecales y material genético

(ADN 0 ARN).

4. Siglas:

En el texto de este POE se usan las siguientes siglas:

POE Procedimiento Operativo Estandar
EPP  Equipo de Proteccion Personal
ADN  Acido desoxiribonucleico

ARN  Acido ribonucleico

5. Condiciones generales:

Las muestras serdn almacenadas en el area gris del Laboratorio de Biologia Molecular. Los

congeladores deberan estar rotulados con la vifieta de material bioinfeccioso y se deben

mantener a una temperatura de -20 °C.

Derechos reservados

110




Procesamiento Técnico Documental, Digital

6. Condiciones especificas:
e Bajo ninguna circunstancia se almacenaran muestras sin rotular, ya que esto puede
generar confusiones al momento de requerir una muestra especifica para su analisis.
e Se evitara almacenar muestras en gradillas que no posean una tapa y en caso de
necesitarlo solo se hard de forma temporal y por un periodo no mayor a las 24

horas.

e Se evitard mantener almacenado especimenes que ya no son necesarios.

7. Condiciones de Bioseguridad:
Para efecto de este POE se deberdn cumplir los siguientes puntos:
e Usar el EPP adecuado (gabacha, guantes).

e Las muestras seran almacenadas en viales debidamente rotulados y colocadas dentro

de un empaque secundario.

8. Equipos:

e Congeladores a -20°C

9. Material:
e Vifietas
o (Cajas especiales para congelamiento

e Tubos para microcentrifuga con capacidad de 1.5 mL, preferiblemente con rosca.

10. Procedimiento:
e Rotular los viales que contienen las muestras, especificar: codigo de la muestra, tipo
de muestra, fecha y responsable.

e Colocar los viales de forma secuencial dentro de las cajas para congelamiento, no
colocar mas viales de los que la caja puede contener.

e Rotular adecuadamente las cajas para congelamiento, especificar: nombre del
proyecto, tipo de muestras, nimero de caja, fecha.
e Colocar la caja de forma ordenada dentro del congelador a -20°C.
11.  Responsabilidades:
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El almacenamiento de muestras es responsabilidad del personal del laboratorio encargado
de la recoleccidon de las muestras y/o que realiza los diferentes procesos de separacion,

extraccion o preparacion de muestras.

12.  Referencias Bibliograficas:

No aplica.

13. ANEXo:
No aplica.
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1. Objetivo:

Este POE tiene como objetivo establecer normas para la aplicacion de la prueba

RIDASCREEN Astrovirus de r-Biopharm para la identificacion cualitativa de astrovirus en

muestras fecales.

2. Campo de aplicacion:

Este POE serd aplicado en el laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela de

Microbiologia de la UNAH.

3. Definiciones:

El test RIDASCREEN Astrovirus es un enzimoinmunoensayo para la identificacion

cualitativa de astrovirus en muestras de heces.

4. Siglas:
En el texto de este POE se usan las siguientes siglas:

UNAH Universidad Nacional Autonoma de Honduras

POE  Procedimiento Operativo Estandar
EPP Equipo de Proteccion Personal

mL Mililitro

5. Condiciones generales:

No aplica
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6. Condiciones especificas:

No aplica

7. Condiciones de Bioseguridad:

Para efecto de este POE se deberan cumplir los siguientes puntos:

Usar el EPP adecuado (gabacha, guantes).
La técnica se realizara sobre un mesén cubierto con papel absorbente y sera
desinfectado al final del procedimiento.

Desechar los aplicadores, tubos para microcentrifuga y puntas en un recipiente con
cloro al 1% para su posterior lavado.

8. Equipos:

Cronémetro
Micropipetas de 10 pl, 100 ul, 1000 pl y multicanal de 250 pl
Lector de ELISA

9. Material:

10.

Tubos para microcentrifuga de 1.5 mL
Gradilla
Kit de la prueba RIDASCREEN Astrovirus

Aplicadores de madera

Procedimiento:
Atemperar la microplaca (PLATE) y los reactivos a temperatura ambiente (20-25
°C).
Diluir 1:10 el tamp6n de lavado (WASH) con agua destilada.
Diluir 1:11 las muestras de heces con el tampon de dilucién de muestras (DILUENT
1).
Colocar las tiras de micropocillos necesarias en el marco del soporte.
Afadir 2 gotas o0 100 pl de control positivo (CONTROL +), control negativo
(DILUENT 1) o muestra diluida.
Afadir 2 gotas 0 100 pl de conjugado 1 (CONJUGATE 1) y mezclar bien.

114

Derechos reservados



Procesamiento Técnico Documental, Digital

7. Incubar el producto 60 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C).

8. Realizar 5 lavados con 300 ul de tampdn de lavado cada uno.

9. Ainadir 2 gotas 0 100 pl de conjugado 2 (CONJUGATE 2).

10. Incubar el producto 30 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C).

11. Realizar 5 lavados con 300 pl de tampdn de lavado cada uno.

12. Anfadir 2 gotas 0 100 ul de sustrato (SUBSTRATE).

13. Incubar la solucién 15 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C) y en la
oscuridad.

14. Afadir 1 gota 0 50 pl de reactivo de parada (STOP).

15. Realizar una medicion fotométrica a 450 nm. Es opcional utilizar una longitud de

onda de referencia > 600 nm.

Control de Calidad
O.D. Control negativo =< 0.2 O.D. Control positivo => 0.5

* Si no se alcanzan estos valores la prueba debera repetirse.

Calculo del valor limite
e Valor limite = O.D. Control negativo + 0.15
Resultado de la prueba
e Positivo = O.D. Muestra es un 10% superior al valor limite calculado.
e Equivoco = O0.D. Muestra en un rango del 10% por encima o por debajo del valor
limite
e Negativo = O.D. Muestra mas de un 10% por debajo del valor limite calculado.
11.  Responsabilidades:
La realizacion de esta prueba de tamizaje para astrovirus sera llevada a cabo por los

investigadores del proyecto 0 una persona capacitada para ello.

12.  Referencias Bibliograficas:
e r-Biopharm. Inserto de la prueba RIDASCREEN Astrovirus.
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1. Objetivo:

Este POE tiene como objetivo establecer normas para la aplicacion del kit QlAamp Viral

RNA de QIAGE para la extraccién y purificacion de ARN viral.

2. Campo de aplicacion:

Este POE sera aplicado en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela de

Microbiologia de la UNAH.

3. Definiciones:

No aplica.

4. Siglas:

En el texto de este POE se usan las siguientes siglas:

UNAH Universidad Nacional Autonoma de Honduras
POE  Procedimiento Operativo Estandar

EPP  Equipo de Proteccion Personal

mL Mililitro

5. Condiciones especificas:

Antes de empezar:

e Equilibrar a temperatura ambiente (15-25°C) las muestras y el buffer AVE.
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e Preparar el buffer AW1 y el buffer AW2 segun instrucciones del fabricante.
e Adicionar el carrier RNA (reconstituido en el buffer AVE) al buffer AVL de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.
6. Condiciones de Bioseguridad:
Para efecto de este POE se deberan cumplir los siguientes puntos:
e Usar el EPP adecuado (gabacha, guantes).

e Latécnica se realizara en cAmara aséptica la cual sera desinfectada con solucion de

hipoclorito de sodio 0.5% y luz ultravioleta antes y después de ser usada.

7. Equipos:
e Cronometro
e Micropipetas de 100 pul y 1000 pl
e Vortex

e Microcentrifuga

8. Material:
e Tubos de microcentrifuga de 1.5 mL
e Gradilla
e Puntas para Micropipetas de acuerdo al volumen utilizado.
o Kit QlAamp Viral RNA
e Agua libre de nucleasas

e FEtanol absoluto frio

9. Procedimiento:

e Pipetear 560 pl del buffer AVL conteniendo el carrier de ARN dentro de un tubo
de microcentrifuga de 1.5 ml.

e Adicionar 140 pl de la muestra (plasma, suero, orina, sobrenadante de cultivo de
células o fluidos corporales libre de células) al buffer AVL-carrier ARN en el tubo
de microcentrifuga. Mezclar en vortex 15 segundos.

e Incubar a temperatura ambiente (15 — 25°C) durante 10 minutos.
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10.

Centrifugar brevemente el tubo para remover residuos en la tapa.

Adicionar 560 pl de etanol (96-100%) a la muestra, y mezclar en vortex 15
segundos. Después de mezclar, centrifugar brevemente el tubo.

Cuidadosamente aplicar 630 pl de la solucidon del paso 5 a la columna “sin mojar
el borde”. Cerrar la tapa y centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto. Colocar la
columna en un nuevo tubo colector y descartar el tubo conteniendo el filtrado.
Cuidadosamente abrir la columna y repetir el paso 6.

Cuidadosamente abrir la columna, y adicionar 500 ul del buffer AW1. Cerrar la
tapa, y centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto. Colocar la columna en un
nuevo tubo colector y descartar el tubo conteniendo el filtrado.

Cuidadosamente abrir la columna, y adicionar 500 ul del buffer AW2. Cerrar la
tapa y centrifugar a maxima velocidad (14000 rpm) durante 3 minutos.

Es recomendable colocar la columna en un nuevo tubo colector y centrifugar a
méaxima velocidad durante 1 minuto. Para eliminar cualquier residuo del buffer
AW2.

Colocar la columna en un nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5 ml. Descartar el
tubo colector anterior que contiene el filtrado. Cuidadosamente abrir la columna y
adicionar 60 pl del buffer AVE (equilibrado a temperatura ambiente). Cerrar la
tapa, e incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto. Centrifugar a 8000 rpm
durante 1 minuto.

Almacenar el ARN a -20°C 6 a -70°C hasta su uso.

Referencias Bibliogréaficas:
QIAGEN. Inserto del kit Ql1Aamp Viral RNA.
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