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RESUMEN

Rotavirus (RVH} ¢s {a causa mas importanie de diarrea aguda que induce deshidratacion
grave que ponc cn peligro la vida de nifios menores de 2 aios en tado el mundo. Se ha sugesido
que ¢l control de la diarrea asoviada 8 RVH ao dependerd del mejoramicnto en el suministro de
agua, sancamiento ambiental 6 en fa higicne, si no gue mis bien podria depender del uso a gran
escala de una vacuna cfectiva.

Existen pocos cstudios longitudinales que han intentado determinar si la inmunidad
adquirida ¢n forma natural después de una infeccién por RVH previene infecciones posteriores
o ta gravedad de su diarrea asociada; cstos estudios no muestran resultados definitivos ai
consistentes y presentan inconvenientes metodoidgicos que obligan a tomar sus conctusiones con
reserva.

Por tal motivo, dv octubre de 1987 a junio de 1990, conducimos ¢l estudio de una cohorte
de 200 nifos seguidos durante 2 ados desde et nacimieato, con fa intencion de conocer 5i una
infeceion temprana por RVH {ITRVH) protee contra reinfeccivnes o contra la frecuencia y
gravedad de su diarrea asociada y para determinar si las reinfecciones ocurren por serotipos de
RVH difercntes de los que causan una infeccion temprana.

E} scguimicnto de ta cohorte se realizé mediante visitas domiciliarias semanales durante
las cuales sc investigaba la presencia de diarrea y se colectaba una mucsira de heces, de existir
diarrea, su gravedad cra evaluada médicamente empleando una escala de indicadores clinicos y
se buscaba la cxistencia de otros enteropatdgenos; todas las muestras feeales se probaron para
ta presencia de antigeno de RVH por el método de ELISA y los serotipos se identificaron usando
anticuerpos monoctonales. Se midicron diversos factores potenciales de confusidn cn el nifo y
cn su famifia, ajustando los resultados finales para la accion de los mismos.

Sesenta y dos ninos presentaron ITRVH (durante fos primeros 180 dias de edad). U8 no
ta tyvicron y 30 se excluyeron del andlisis debido a seguimiento insuficiente. Los factores que
participaron en la adquisicidn de una ITRVH fueron la corta duracion de la lactancia (RM=2.21,
1C44=1.25-3.92} y el bajo peso al nacimiento (RM=2.08, iCy=1.18-3.06).

Mediante modelos de regresion fogistica miltiple y curvas de sobrevida de Kaplan-Meier
se pudo determinar que los niftos con ITRVH tuvieron un menor riesgo de adquirin, después de
fos 6 meses de edad, una infeccion por RVH (RM=0.30, 1C;q=0.13-0.63; Logrank p=0.001), una
diarrea asociada a RVH (RM=0.32, 1C;,=0.13-0.80; Logrank p=0.006) ¢ una diarrea asocinda
a RVH moderada-grave (RM=0.16, 1C,;,,=0.03-0.89: Lagrank p=0.01) cn comparacién con los
nifios que no tuvieron ITRVEHL

El efecto protector de una ITRVH fuc mas evidente cuando ocurrio asociada a diarrea 6
durante ¢l segundo trimestre de edad; la mayoria de las infecciones subsecuentes por RVH (89%%,
1Cy55=75%-100%) fucron debidas a seratipos diferentes de los identificados durante una ITRVH,
lo cual sugicre que la proteccion ofrecida es serotipo-especifica. De acuerdo a estos resuhiados,
una vacuna cficaz en ks prevencidn de la diarrea asociada a RVH deberia: ) Imitar Ia respucsta
inmune matural inducida por una JTRVH asociada a diarrea, it) Incluir los antigenos de fos 4
serotipos de RVH importantes v i) Ofrecerse al inicio del segundo trimestre de cdad 6 al
suspenderse fa alimentacidn con teche materna.

Esta informacidn podria contribuir en ¢f desarroflo de uma vacuna cficaz y/6 en fa
implementacion de estrategias adecuadas de vacunacidn ¢ programas de control.




I. INTRODUCCION :

Las enfermedades diarreicas han sido consideradas desde hace mucho tiempo como una de las
principales causas de morbilidad y monalidad en todo ¢! mundo, especialmente en paises en
desarrollo (1). Esfucrzos internacionales para combatir este problema han sido encabezados por
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) con ¢l inicio del Programa de Control de
Enfermedades Diarrcicas, cuyos objetivos principales son reducir la morbi-mortalidad debida a
diarrea (2).

En una revisién reciente, realizada con la intencidn de obtener una adccuada estimacién
del problema global de la cnfermedad diarrcica aguda, se analiz6 la informacién de 24 estudios
de comunidad (longitudinales y prolectivos). desarrollados ¢n Africa, Asia y Latinoamérica en
las tres Gltimas décadas.

Las tasas de morbilidad mds clevadas se encontraron cn el grupo de nifios de 6 a I
meses de edad, mientras que las tasas de mortalidad fucron mayores cn ¢l grupo de menores de
un afo. Para fos niftos menores de 5 anos de edad, la mediana de la tasa de incidencia fue de 2.2
episodios diarreicos por nifio por aiio, considerando todos los estudios y de 3 cpisodios por nifio-
afio cuando sc tomaron en cucnta solo aquellos estudios con una poblacién reducida y una
vigilancia mds frecuente (3).

Considerando los cilculos de poblacién de 1980, Ia morbi-mortalidad anual cstimada de
las enfermedades diarreicas ¢n niflos menores de 5 afos de edad, en Africa, Asia (cxcluyendo
China) y Latinoamérica fue de 744 a 1000 miilones de episodios y de 4.6 miliones de muertes
(3). Esta estimacion conservadora de la mortalidad s dificil de comprender de primera intencion;
sin embargo, cuando ¢s cxpresada en unidades menores, esta estimacion anual se traduce en ~
12,600 muertes por dia, 6 = 525 mucrtes por hora, 6 bien, = 9 muertes por minuto.



1I. ANTECEDENTES CIENTIFICOS :
2.1 Generalidades sobre la infeccién por rotavirus humano :
a) Importancia de rotavirus humanoe como causa de diarrea.

Anterior al inicio de la década de 1970 ningtin agente viral habia sido implicade como
causa importante de diarrea infantil, El descubrimiento en 1972 del virus Norwalk y su asociacién
con gastrocnteritis viral epidémica en nifios mayores y adultos, scguido por el descubrimicnto en
1973 de rotavirus humano (RVH) y su asociacién con gastroenteritis aguda en nifios pequenos,
representaron avances recientes de gran importancia en la buisqueda de agentes etiol6gicos de
diarrea aguda no bacteriana (4.5).

Desde que Bishop y colaboradores identificaron en 1973 a RVH cn biopsias de mucosa
duodenal de nifios con gastrocnteritis aguda, en Melbourne, Australia (5), estudios de todas partes
del mundo lo han confirmado como una de las principales causas de morbi-mortalidad por
diarrea, sobre todo en niftos menores (6 a 24 meses), tanto en paises en desarrollo, como
desarrollados (6-19).

La frecuencia de diarrea asociada a RVH ha sido determinada en estudios de niiios
hospitalizados (6-12) y a nivel de la comunidad (13-19). Estos estudios muestran que RVH es
¢l agente etiolégico en 15% a 50% de los casos de diarrea aguda que ocurren cn hospitales de
paises en desarrollo y de 35% a 60% de los que suceden en paises desarrollados (6-12); la
variacién en los mirgenes de estimacién, es debida a diferencias en el grupo de edad cstudiado,
en los métodos de deteccion empleados. en el periodo y duracién de la realizacién del estudio,
ademds de la diferente localizacién geogrifica.

En estudios de comunidad. las tasas de diarrca asociada a RVH corresponden a 65¢ a 245
del total de episodios diarrcicos ocurridos durante los 2 primeros afos de edad, (13-19). A pesar
de las bajas tasas de aislamiento en la comunidad, RVH es responsable de aproximadamente la
tercera parte de los episodios diarreicos que requicren hospitalizacin en nifios pequeios, lo cual
sugiere que la diarrea causada por este virus es de mayor gravedad que la causada por otros
agentes.

Estudios realizados en nuestro pais, fundamentalmente cn la Ciudad de México, han
mostrado que RVH es el enteropatdgeno identificado con mayor frecuencia en nifios
hospitalizados por gastroenteritis aguda y que también ¢s una de las principales causas de diarrea
aguda a nivel comunitario. en nifos menores de 5 aios de edad (8.9,20-26). En hospitales
pediatricos se ha aislado en 16%% a 26% de los casos (8,9.20-24) y en la comunidad se ha
detectado en 6% a 10% de las diarrcas agudas (25.26).

Es importante destacar que RVH es el agente ctioldgico que tiene la mayor capacidad de
inducir deshidratacién grave que pone cn peligro la vida de nidos menores de 2 afos de edad,
tanto en paises desarroliados. como en desarrollo, lo cual se ha hecho evidente en estudios
prolectivos a nivel hospitalario y de la comunidad (10.13,14,27-29).

Dos estudios transversales efectuados a largo plazo (7 a 8 afios de duracién). en nifos que
requirieron hospitalizacién por diarrea aguda. realizados en Washington D.C,EUA (10} y en la
Ciudad dec Yamagata, Japén (27), demostraron claramente la importancia de este virus, al
asociarse respectivamente con el 35% a 45% dc las diarreas graves.




En dos cstudios longitudinales de campo, conducidos por Black y colaboradores en
Bangladesh, RVH estuvo asociado a deshidratacién de una mancra mds significativa que
cualquicr otro de los enteropatégenas identificados (13.14). En el primer estudio se observé que
del total de nifos menores de 2 aidos de edad con deshidratacion secundariz a diarrea, 46%
eliminé RVH, 24% Escherichiia cali enterotoxigénica (ECET), 7% Shigella sp.. y en 22% no se
aisl6 ningiin agente (13); en el segundo estudio, 26% de los episodios asociados a RVH
resultaron en deshideatacién, micntras que solamente 3% de los asociados a ECET y 1% de
aquelios sin patdgeno reconocido la presentaron (14).

Estimaciones realizadas por Ja OMS en paises en desartollo sefalan que RVH puede ser
responsable de cerca de 8% de Jos episodios dintreicos en nidios de 0-5 meses, 10% en nifios de
6-23 meses. 1% en los de 24-59 meses y cn forma global de 6% del total de episodios diarrcicos
en nifios menores de 5 afos. Por otro lade, RVH puede estar involicrado en 12% de fa
mortalidad por diarrca ea nifios de 0-5 meses, 30% ea nifos de 6-23 meses, 5% cn los de 24-59
mescs y globatmente en 20% de todas las muertes ocurridas por diarrea en niitos menores de 5
aios de cdad (30).

Por todo fo anterior, los esfucrzos encaminados a fa busqueda de medidas adecuadas para
la prevencién de Ia diarrea causada por esie virus estin completamente justificados.

by Virologia y patogénesis.

Los rotavirus pertenccen a un género de la familia Reoviridae. son un grupo de virus de
amplia distribucién que infectan a diversos vertebrados, inchuido ¢l hombre (31). El primer
rotavirus ideatificado fue ¢} murino, agentc causal de la diarrea cpizodtica de ratones lactantes
(32); posteriormente, se han identificado en casos de diarrea de un gran ndmero de mamiferos,
como terneras, corderos, conejos, perras, y ¢n aves. como pavos y polios (33).

Obscrvados al microscopio electrénico, con tincidn negativa, jos rotavirus de mamiferos
compartcn una apariencia comin y se pucden distinguir como dos tipos de particulas sedondcadas
cn las heces diarreicas:

i) viriones "lisos" ¢ "completos”, de doble cipside y 70 nm de diimetro, y
i) particutas “rugasas” ¢ "incompletas”, de edpside simple y 60 a 65 nm de didmetro (31).

El nombre rotavirus es derivado de la palabra ded Latfn rofa (rucda) y fue sugerido debido
a la apariencia que ticnen los capsémeros que radian de la cipside interna a la externa simuiando
los cjes de wna rueda. La doble cipside viral envuelve un centro icosaédrico de 38 nm de
didmetro que contiene ¢l ARN genomico, la polimerasa del ARN y otras enzimas (34,35).

El genoma de los rotavirus contiene | segmemtos de ARN de doble cadena, en RVH sc
ha determinado que los segmentos 1,2 y 6 codifican para polipéptides de Ia cipside interna VPI,
VP2, y VP6 respectivameante; VPG contiene un dominio para el antigeno comuin de grupo, ¢f cual
es compartido por la mayoria de los rotavirus humanos y de animales. y oro dominio separado
para ¢l antigeno de subgrupa, Los segmentos de ARN 4 v 8 & 9 cadifican para los principales
polipéptidos de ki cipside externa VP4 y VP7, respectivamente, ¢l iltimo de ellos es el principal
antigeno de neutralizacion que sirve de base para la designacién de serotipos; ¢l resto de los
segmeittos de ARN codifican para 4 proteinas no estsucturales (35-37).




En base a esta informacion, ta nomenclatura propuesta para los rotavirus incluye la
categoria inds general de grupo, que es definido antigénicamente por la proteina VP6 de la
cépside intcrna; genéricamente cxisten 2 mrupos (A y no-A), la mayoria de los episodios
diarreicos observados en humanos y animales son debidos a rotavirus del grupo A que comparten
este antigeno comin que los diferencia del grupo no-A, también Namado pararotavirus, que
cngloba a los grupos B-F.

Deatro del grupe A cxisten dos subdivisiones: los subgrupos que son definidos por
diferencias antigénicas adicionales en la proteina VP6 (subgrupos I y 1) y los serotipos que son
definidos mediante ensayos especificos de neutralizacién en cultivos celulares, determinados por
diferencias antigénicas de las proteinas VP4 y VP? de la cipside externa, En 1a actualidad se han
identificado 4 serotipos de RVH epidemiolégicamente importantes (serotipos 1 a 4) (35-37).

La nomenciatura propuesta para RVH sc muestra en el Cuadro [

Cuudro 1 NOMENCLATURA PROPUESTA PARA RVH*

Cepas de RVH

representativas Subgrupo Serotipo
DS-1,82.KUN 1 2
Wa K8 KU u 1
M.PITO,NEMOTO.YO H 3
ST4,HOCHLHOSOKAWA i 4q

* Referencia 37

De acuerdo a este sistema de nomenclatura, algunos rotavirus animales pueden ser de
serotipo similar a una cepa humana pero corresponder a diferente subgrupo; por ejemplo, SA-11
que es un virus de simio reacciona como serotipo 3 y subgrupo 1 (38).

En ¢f humano como en los animales, los rotavirus infectan los enterocitos maduros de las
vellosidades del intestino delgado (31.35): la naturaleza del receptor no ha sido determinada, pero
se ha considerado que pudiese scr la lactasa del borde en cepillo del enterocito 6 receptores Fc
en el intestino delgado (39).

El yeyuno ¢s el principal sitio de infeccién, aunque el ilcon también puede estar
involucrado (40). Las biopsias de intestino deigado del ser humano revelan que el epitelio
cilindrico ¢s rdpidamente reemplazado por células cuboideas. con acortamicnto de las
vellosidades, hipertrofia de las criptas, iafiltracion de la Jamina propia con células mononucleares
y presencia de particulas viricas fdcilmente reconocibles en las cisternas distendidas del reticulo
endoplismico rugoso (5,40,41). La replicacién de RVH se produce en ¢f citoplasma de la célula



infectada, todos los organclos citopldsmicos, incluso el ndclco, quedan destruidos (41,42); 1a
regeneracidn del epitelio se inicia entre los £ y 7 dias después del comicnzo de la diarrea, [0 a
{5 dias después de la enfermedad cl aspecto del velto es casi normal (43).

La diarrca resulta de la denudacion inherente, de la atrofia de las vellosidudes y la
disminucién cn la capacidad de absorcion de sal y agua de los enterocitos; otro mccanismo
involucrado parece ser la reduccién de la actividad de la disacaridasa, lo cual ocasiona mala
absorcidn de carbohidratos con diarrea osmdética secundaria (31,35,44). No obstante, en tos casos
de diarrea causada por RVH, la absorcion y la digestidén no son afectadas al grado de que se
impida la rehidratacién oral con soluciones de sal y azicar (45).

¢) Cuadro clinico.

La diarrea asociada a RVH ocurre ¢n todos fos grupos de cdad, observindose con mayor
frecuencia en nifios de 6 a 24 meses, para declinar posterionnente de manera paulatina
(6,7,14,16,18). E! espectro de 1a enfermedad wambién se modifica con la edad y pucde ser
divergente dentro de un mismo grupo, variando desde la infeecién asintomdtica hasta los
episodios diarreicos graves {35,46).

Los nifios de 6 a 24 meses generalmente presentan una enfermedad de 2 a 8 dias de
duracién, de inicio abrupto, con diarrea acuosa y explosiva, a menudo asociada a vémitos y ficbre
en el estadio temprano, que es capaz de condicionar deshidratacién isoténica leve a moderada,
con acidosis metabdlica compensada en 40% a 80¢ dc los nifios, aunque tambidén se ha
informado de casos de deshidratacion grave y muerte (7,12,34,47); en contraste, 235 a 35%
{16,18) .y cxcepcionatmente hasta 87%% (48) de las infecciones que ocurren en nifios de esta
misma cdad, pueden cursar de manera asintomitica, como sc¢ ha determinado en diferentes
estudios Jongitudinales (16,18,48). En adultos, la infeccién por RVH tiende 2 ser asintomitica
& bien se acompana de diarrea leve que habitualmente se autolimita sin complicaciones (+49).

La infeccion neonatal por RVH muestra caracteristicas particularcs. En salas de cuncros
de hospitales en paises industrializados (50-55), ¥ con menor frecucncia de paises cn desarrollo
(56,57), sc ha informado dc infeccion endémica que afecta a 13% a 57% de los recién nacidos
y que se puede detectar desde su primer semana de vida; sin embargo, esto no ocurre de maneri
universal, ya que también existen informes de infeccion nconatal esporadica que de mancra
inversa, provicnen con mayor frecuencia de cuneros de paises en desarrollo (58-61), que de
paises industrializados (62,63). Hasta ahora no cxiste una explicacion para esta distribucién
divergente de {a infeccion neonatal por RVH en cuncros de diferentes dreas geogrificas.

La infeccién neonatal generalmente cursa de mancra asintomitica 6 bien con diarrea muy
leve, sobre todo en recién nacidos a término en quicnes se ha detectado climinacion fecal de
RVH no asociada a diarrea en 70% a 90% de los nifos de diferentes estudios (50-56,64); se
desconoce si la atenuacion de la infeccidn nconatal es inherente a facrores del huésped
refacionados al estado de maduracién del intestino delgado. 6 si es debida a proteccién pasiva
transferida por anticucrpos maternos, ¢ bicn, si depende de atenuacion natural de Yas cepas de
RVH (50-52,56). Por otro lado, durante este periodo también se ha informado de enfermedad
grave, quc sc¢ manifiesta por diarrca con sangre, acompadada de distension abdominal y
perforacién intestinal (enterocolitis necrosante), da cual se ha descrito perticularmente en recién
nacidos pretérmino, con bajo peso para su edad gestacional y estancia hospitalaria prolongada




(65-67). La presencia de diarrca neonatal asociada a RVH, varia dependicndo de las medidas de
atencién que reciben los recién nacidos durante sus primeros dias de vida (68).

La infeccién por RVH ticne un periodo de incubacién que varia de | a 7 dias, pero que
generalmente es menor de 48 horas (6.70); la excrecion del virus en lfas heces se puede detectar
desde 5 dias antes del inicio de la enfermedad y puede continuar hasta una semana después de
que los sintomas se han resuclto (71), ¢l mayor titulo de 0" particulas virales por gramo de
heces se alcanza después del tercer dia de inicio de la enfermedad declinando gradualmente hasta
ol 9%y 10° dia (69,72).

Los pacientes con diarrca asociada a RVH gencralmente presentan evacuaciones acuosas,
sin sangre, ni leucocitos fecales y con escaso moco (21,34,46); se han reportado evacuaciones
pilidas con presencia de grasa que sugieren que la infeccién por este virus puede impedir su
digestion y alterar ¢l color de las heces (69). Frecuentemente se observan sintomas del tracto
respiratorio superior, faringitis y otitis media, asociados a la diarrea que no son necesariamente
caracteristicos de la misma (12).

En nifios con algin tipo de inmunodeficiencia se han llegado a observar infecciones
cronicas por RVH (73); asi mismo. la presencia de infecciones mixtas ¢ simultaneas de este virus
con otros entcropatégenos virales, bacterianos 6 parasitarios se ha documentado en nifios de
paiscs en desarrollo (14.18) y de guarderias en EUA (74), cstas infecciones mixtas no parccen
ser de mayor duracién que las causadas solo por RVH ([4,18,74).

E! subgrupo Il de RVH es ¢l que sc aisla con mayor frecuencia ¢n cpisodios diarrcicos
(64% a 77€), sin embargo, hasta ahora no s¢ ha logrado establecer si existe una correlacidn
evidente entre ¢l subgrupo antigénico infectante y la presencia de enfermedad (75-78).

RVH sc ha identificado en sccreciones del tracto sespiratorio de pacicentes hospitalizados
con ncumonia (79) y ha sido asociado con otras cnfermedades 6 condiciones clinicas que’
incluyen intususcepeion, sindrome de Reye, encef: meningitis aséptica, sindrome de muerte
stibita infantil, enfermedad intestinal inflamatoria, sindrome de Kawasaki, sindrome urémico
hemolitico y cxantema siibito; sin embargo. hasta ahora no se ha determinado si existe una
verdadera asociacién causal (34,80).

d) Métodos de diagndstico.

La posibilidad de diagnosticar la infeccién por RVH y de estudiar su epidemiologia ha
dependido del desarrollo de ensayos de deteccién pricticos, rapidos y precisos. Las muestras mds
adecuadas para su procesamiento diagnéstico son aquellas colectadas entre ¢l tercero a quinto dia
posterior al inicio de la diarrea, debido a que son las que contienen mayor cantidad del virus
(69,72).

El método clisico para determinar la presencia de RVH en mucstras fecales cs la
microscopia electrénica (ME), que generalmente sc usa como "estindar de oro" para comparar
las demas técnicas; para visualizar los virus son necesarias concentraciones de por lo menos 10°
particulas de RVH por gramo de heces, este método no presenta falsas positivas, pero su
sensibilidad es limitada (31,34,35,46). La microscopia inmunoelectrénica (MIE) incrementa la
sensibilidad de] método, ya que los especimencs son incubados con anticuerpos policlonales ¢
monoclonales lo cual favorece la aglutinacion y por lo tanto, la visualizacién de las particulas
virales (81,82).



Una de las ventajas importantes de los métodos de ME son su capacidad para detectar
rotavirus del grupo no-A, asi como otras particulas virales; sin embargo, estos métodos ticnen
un uso limitado ya que requicren de equipo costoso. de técnicos muy competentes, consumen
mucho ticmpo y no son apropiados para ¢l estudio de muchos especimenes (31,34.35).

Las técnicas tradicionales como la inmunofluorescencia (IF). 1a fijacién de compicmento
(FC). la hemaglutinacion por inmunoadherencia (HIA) y la contrainmunocelectroforésis (CIEF)
han sido reemplazadas por la aglutinacion de particulas de latex (AL}, ¢l radioinmunoensayo de
fasc solida (RIA) y el ensavo inmunoenzimitico (EIA 6 ELISA). Diversas comparaciones
iniciales de cstas técnicas mostraron la superioridad del método de ELISA. con una seasibilidad
de 95% a 97%,. especificidad de 82% a 85% vy, dependienda de la prevalencia de la infeccién,
con valores predictivos positivos de 67% a 839 y negativos de 95% a 99% (83-87). Como sc
puede infetir, un problema encontrado con los ensayos iniciales de ELISA fue la presencia de
reacciones falsas positivas, por lo que posteriormente se desarrallaron ensayos que han mejorado
su especificidad hasta 91% a 95% (87-90).

Son varios los ensayos de ELISA que han sido comercialmente desarrollados y son
diversos los cstudios que comparan su eficiencia; sin embargo. para la mejor eleccién de alguno
de cllos, se recomicnda no solamente tomar en cuenta su adecuada sensibilidad y especificidad,
si no también, considerar cuales serin las condiciones de coleccion de {os especimenes fecales,
asi como {as condiciones de su procesamicnto en ¢l laboratorio ya que éstos factores pueden
afectar su cficiencia. Debe sefalarse, que ninguno de los inmunocnsayos actualmente disponibles
en ¢l comercio es capaz de detectar rotavirus del grupo no-A (84.87-90).

Recientemente se han obtenido anticuerpos monoclonales que reaccionan especificamente
con la proteina VP7 de cada wno de los 4 scrotipos impornantes. que han permitido fa
scrotipicacion directa de cepas de RVH a partir de especimenes fecales al ser empleados cn
ensayos inmunaenzimdticos (ELISA), fo cual previamente solo era posible mediante téenicas de
neutralizacion. Estos ensayos han sido validados, son muy sensibles y especificos, ademds de quc
son procedimicntos simples, rapidos y adecuados para la serotipificacion de gran namero de
aislamientos, como los obtenidos de estudios epidemioldgicas (91-96).

Otros métodos alternativos de diagndstico incluyen la deteccidn de segmentos de ARN
de rotavirus mediante clectroforésis en geles de poliacrilamida (EGPAY); las ventajas de esta
técnica incluyen su alta sensibilidad y especificidad y su habilidad para detectar tanto rotavirus
del grupo A, como del grupo no-A, ya quc no depende de anticuerpos especificos para la
deteccion del antigeno viral, sus desventajas incluyen su inhabilidad para identificar serotipos de
RVH, debido a Ia aparente existencia de diferentes electroferotipos para un mismo scrotipo y la
variabilidad inherente de los clectroferotipas (97-100).

Lu hibridacion del ARN de rotavirus con ADN complementario sintetizado a partir de
secuencias genéticas conocidas, es otro métada recientemente desarroltado para detectar ARN de
rotavirus; es capaz de detectar segmentos especificos de ARN que incluyen las sccuencias que
codifican para la sintesis de VP7. de esta manera se ha intentado con éxito la serotipificacién de
rotavirus del grupo A a partir de especimenes fecales, por o que pudiese ser empleado como un
recurso diagnostico epidemioldgicamente Gtil (101,102).

El cultivo de RVH fuc inicialmente dificil, pero en 1980 una cepa del subgrupo 11 (Wa)
fue exitosamente adaptada a crecer cn pases seriudos de cultivos celulares primarios de 1indn de
mono verde africano, después de que se habia sometido a 11 pascs en lechones gnotohidticos
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recién nacidos (103). Poco después, cn Japdn sc pudicron cultivar cepas humanas de tipo silvestre
en lincas celulares de rifion de mono, en presencia de tripsina. incubadas en tubos rotatorios a
37°C, que no requiricron de pases previos en animales (104,105).

Actualmente ¢! cultivo de RVH a partir de especimenes clinicos cs posible, pero la
frecuencia de aislamicnto no ¢s mayor de 70%. ¢l método consume mucho tiempo y ¢s costoso,
por lo que no se le pucde considerar como una herramienta diagnéstica Wtil. Sin embargo, la
habilidad para hacer crecer cepas de RVH en caltivos celulares ha sido un paso critico en ¢l
entendimicnto del genoma del virus, en la realizacién de cnsayos de ncutralizacién para ia
identiticacion de serotipos. asi como en la produccidn de cepas que pudliesen ser candidatos para
una vacuna (35.104-106).

e} Epidemiologia.

Los mecanismos exactos de transmision de la infeccién por RVH son desconocidos, pero
cn general s asumc que este virus se transmite por la ruta fecal-oral (34,35,46); dado que la
dosis infcctante en un nifio puede ser tan pequeiia como 10 particulas virales (107), 1a transmisién
de persona a persona probablemente perpetie Ia enfermedad endémica. En algunos estudios se
ha informado de una ripida diseminacion de persona a persona, lo cual, en ausencia de una
fucnte comin de infeccidn ha sugerido la posibilidad de diseminacién por via respiratoria
(108,114),

Se ha detectado que desde una dia antes del inicio de la diarrea asociada a RVH la mitad
de los nifios pueden estar excretando ¢l virus en heces y que la tercera pante de ellos contindan
climindndolo hasta una semana después de que los sintomas se han resuelto (71); asi mismo,
muchos niiios y aduitos pucden climinar RVH en heces ain sin evidencia de cnfermedad
(16.48,49,64), sc considera que esta climinacién asintomiatica de RVH puede ser importante en
la transmisién de cste enteropatdgeno (31,34).

Sc ha estudiado 1a transmision de la infeccion por RVH dentro del grupo familiar,
guarderias y en el dmbito hospitalario (11.49,53,109-112). En un estudio familiar prolectivo, la
tasa de ataque en ninos fue de 325 y 17% cn adullos, 70% de los nifios y 40% de los adultos
que adquiricron la infeccién presentiron sintomas (49), en otro estudio, se determiné que ¢l
tamado de la familia y ¢l hacinamiento pucden ser factores de riesgo para la adquisicién de
infeccidn por RVH (109). La infeccidn por RV en guarderias es comiin, presentindose en forma
endémica y en brotes (110,111): la diarrea nosocomial, ha sido bien descrita y es un riesgo claro
durante la estancia en salas de pediatria (11.53,112),

Los brotes de diarrca asociados a RVH son poco frecuentes, sin cmbargo, se han
observado brotes secundarios a contaminacion de agua & alimentos (113). Cuando RVH ¢s
introducido en una poblacidn previamente no expuesta, causa hrotes extensos que afectan a todos
los grupos de edad. como ocurri6é en una comunidad de un Archipiclago aislado del Pacifico
(108) y cn una aldea indigena aislada del norte de Brasil (115); asi mismo, s¢ han notificado
brotes esporidicos de diarrca grave asociada a RVH en adul\os y p:u:lcn!cs periatricos
hospitalizados, lo cual se ha interpretado como signo de i idad cspecifica d ida a edad
tacdia (116,117).




En diferentes drcas geogrificas sc ha informado de variaciones estacionales cn la
presentacion de la diarrea asociada a RVH (6,7,10,14,16,24,48,109,1 18-122); en paises con clima
templado s¢ observa un incremento durante los meses frios de invierno (6.7,10,16,109,118),
micntras que cn paises con clima tropical no existe estacionalidad evidente (14,24,48,119-122).
Asi mismo, la baja humedad relativa ha sido considerada como importante en la transmisién de
RVH (123), la diarrea asociada a este virus aumenta en algunos pafses durante la temporada seca
(10,48), sin embargo, en otros, la humedad relativa no parece tener importancia (18,27).

La infeccién por RVH tiene una distribucién mundial, con una mayor frecuencia de la
enfermedad en nifios de 6 a 24 meses de edad (6,7,14,16,18). Su dispersion generalizada se ha
confirmado mediante cstudios de campo. longitudinales y prolectivos. que determinan su
incidencia en diversas partes del mundo, como se muestra en ¢l Cuadro 2,

Cuadro 2 ESTUDIOS DE COMUNIDAD DE DIARREA ASOCIADA A RVH
(cohortes de nifios de 0-24 meses de cdad)

Tasa de incidencia® Proporcion Referencia

Pals de DARVH®
Diarrea DARVH o

total
Bangladesh 3.4 0.4 114 13
Canada 1.2 0.3 24.2 16
Bangladesh 6.4 04 6.4 ‘ : 14
Guatemala 7.9 S 08 00 BT
Costa Rica 07 . OML 98 e gy
EUA 12 0 o2 ss T
Nigeria® 3.0 ‘ 02 : 2 125
Brasil 25 ’”;0.2,7 o ST g
Argentina 2.1 0.1 Cea 122

‘Nimero de cpisodios por nifo-afio
*Diarrea asociada a RVH
Nifios de )-12 meses de edad
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Aunque estos estudios presentan diferencias (en la frecuencia y eficiencia del seguimiento
y de la coleccion de muestras fecales, asi como, en ¢l tipo de espécimen colectado, ¢n la
definicién de diarrea y en ¢l método de diagnéstico empleado para Ia deteccién del virus) que
hay quec mantener en mente, s dehe destacar que las tasas de incidencia de diarrea asociada a
RVH no muestran fluctuaciones tan amplias como las que se observan para diarrca tota) (30).

De hecho, si no consideramos las tasas observadas en Guatemala y Costa Rica, que
parecen corresponder a situaciones extremas de alta y baja incidencia de ambos eventos,
respectivamente {18,48); encontramos que la incidencia de diarrea asociada a RVH es similar en
paiscs desarrollados y en desarrollo (30). La incidencia observada en Bangladesh (13,14) es muy
parecida a la encontrada en Canada (16) y 1a informada en EUA (124) es igual a la de Brasil
(121).

Sc ha considerado quc Ja proporcion de diarrcas asociadas a RVH es probablemente
mayor cn paises donde la incidencia total de diarrea es baja y que es menor dondc la incidencia
global ¢s clevada, esto probablemente debido al control de diarrcas por otras causas que se ha
lugrado cn paises desarrollados (30).

Hasta hace poco tiempo, la mayoria de las infecciones por rotavirus identificadas en
humanos habian sido causadas por virus del grupo A, por lo que se consideraba que los rotavirus
del grupo antigénico no-A (B-E) cran cepas cstrictamente zoonoticas (126); sin embargo, en
1982, un brote por rotavirus del grupo B afecté a mids de un millén de personas en China
(incluyendo adultos, nifios y recién nacidos) (127) y desde entonces otros brotes de menor
intensidad Ic han seguido (128). no sc conoce que ¢l grupo B epidémico se¢ haya diseminado mis
alld de China, a pesar de que existen cvidencias serolégicas de infeccidn en humanos en el
Sureste de Asia (126). Los rotavirus del grupo C también son patdgenos primarios del cerdo y
han sido detectados en humanos en varias partes del mundo, habiendo ocurrido brotes en Japén
¢ Ingiaterra (129).

La participacién ¢ importancia de estos rotavirus del grupo no-A 6 pararotavirus en la
epidemiologia de la infeccion que ocurre de manera cndémica en diferentes dreas geogrificas no
ha sido dcterminada, y permancce como un aspecto importante a clarificar que debe ser
considerado al intentar desarrollar una vacuna (126).

f) Tratamiento ¥ prevencién.

No hay agentes antivirales disponibles contra la infeccién por RVH y posiblemente de
existir, no s¢ esperaria que fucsen efectivos para el tiempo cn que la diarrea se ha iniciado; de
tal modo. las tnicas medidas de apoyo disponibles se encaminan hacia la prevencién y/6
correccidn de la deshidratacion (34.46). El reemplazo de liquidos se puede realizar con ¢l uso de
soluciones orales de glucosa y ciectrélitos, como la formulada por la OMS, 6 bien, mediante ¢!
empleo de liquidos parenterales cuando la deshidratacién es grave 6 cuando existe alguna
contraindicacion formal de la via oral (45,130,131).

En basc a todo lo expucsto, la prevencidn de esta enfermedad grave y potencialmente
mortal en nifos pequeftos ¢s una necesidad imperativa. A este respecto, algunos autores han
sugerido que, considerando la similitud de las tasas de incidencia de la diarrca asociada a RVH
observadas tanto en paises industrializados, como en desarrollo, existe la posibilidad de que esta
enfermedad no pudiese ser controlada mediante mejoras cn ¢l suministro de agua, cn el
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sancamiento ambiental 6 en {a higiene, si no que mis bicn su control podria depender del uso
a gran cscala de una vacuna cfectiva (30).

Algunas medidas alternativas de prevencién que hasta ahora se han intentado ¢n humanos
incluyen ¢l uso de calostro 6 leche materna y la inmunoglobulina de suero humano con
anticuerpos contra RVH, que han disminuido 6 prevenido la diarrea asociada a este virus cn
pacientes con inmunodeficiencia primaria (73) 6 recién nacidos con bajo peso al nacer (132); sin
embargo, este abordaje es considerado de utilidad restringida a este tipo de huéspedes (34.35).

Muchos estudios han demostrade que los nifios alimentados con leche materna, durante
¢! primer afo de edad, ticnen menor riesgo de sufrir diarrea aguda, comparados con aqucllos
nifios que no la reciben (133). La mayoria de muestras de calostro y leche humana muestran la
presencia de anticucrpos contra RVH; sin embargo, el efecto protector de la leche materna y/6
de sus anticucspus RVH especificos transferidos de la madre a su hijo en la prevencion y/6
modificacién de la diarrea inducida por este virus no ha sido aclarado (134-136).

Existen estudios con resultados discordantes, que varian desde aquellos que no muestran
ningun cfecto protector (16,137). hasta uno de ellos en ¢l que se observa @nicamente disminucion
en la gravedad de Ja enfermedad (138). Diversos autores sefialan que atin no existe una respuesta
definitiva a éste importante aspecto y sugicren la realizacién de estudios mds adecuados (136-
138).

Actualmente estin en curso diversos intentos para ¢l desarroilo de una vacuna oral, con
virus vivo atenuado, que sca efectiva en la prevencién de la diarrca asociada a RVH (34-36,139-
141).

Sc han empleado varios abordajes para la obtencién de un antigeno adccuado:

i} Los candidatos mds desarrollados se han derivado de cepas de rotavirus que naturalmente
infectan animales y que han sido adaptadas en cultivos celulares, las cuales, debido a que
compartcn antigenos de prupo se cspera que pucdan proteger contra infeccidn por
rotavirus del grupo A. Dentro de este grupo se incluyen las cepas bovinas RIT 4237 y W-
C3, y ia ccpa thesus RRV-1,

it) Modificaciones del virus en el laboratorio han resubltado en la seleccion de "hibridos™ no
patogénicos de cepas animal-humano, en Ias cuales segmentos de ARN que codifican para
la proteina VP7 de la cepa humana (correspondicntes a los scrotipos 1-4) son
incorporados a una ccpa heteréloga animal atenuada. Actualmente existen cepas de
bovino-humano y rhesus-humano, en éste Gltimo caso, se han desarrollado "hibridos” para
los scrotipos 1,2, y 4, no sicndo necesaria la del scrotipo 3. ya que cste serotipo tiene
estrecha relacion antigénica con la cepa RRV-1.

iit) Otros candidatos han sido desarrollados de cepas humanas naturalmente atenuadas ("cepas
de cunero”), las cuales dificren de los RVH virulentos por una modificacion en ta proteina
de superficic VP4, La justificacién para ¢l uso de estas cepas como posibles candidatos
a vacuna cs derivada de la observacion de que usualmente causan infecciones
asintomdticas c¢n ¢l periodo nconatal.

iv) Por dltimo, segmentos del genoma de RVH han sido clonados  dentro de células
procaridticas y cucaridticas para intentar desarrollar un medio de produccidén de grandes
cantidades de antigeno dc RVH.



E! desarrolio de candidatos a vacuna para RVH ha progresado ripidamente a la evaluacion
de algunas cepas vivas atenuadas en estudios clinicos-controlados de campo, realizados en varios
paises con la finalidad de determinar su posible eficacia en la prevencion de la diarrca causada
por este virus (139-151); los resultados de estos estudios se resumen en el Cuadro 3.

Cuadro 3
ESTUDIOS CLINICOS CONTROLADOS CON CANDIDATOS A VACUNA CONTRA RVH
Mimero Edad Proteccion Serotipo
Pais de en contra episodios RVH Referencia
dosis meses DARVI Se) aislado
ofrecidas
todos graves

A. Cepa RIT 4237

Finlandia 1 811 50 88 1 142
Finlandia 2 6-12 58 82 1 143
Finlandia 1 0-1? 0 80 1,4 139
EUA 1 2-6 o 0 1,24 140
Rwanda 1 25 0 0 ND 144
Gambia 3 2-6 33 33 2 145
Peri 1,263 3-18 40 75 1,2 146
B. Cepa WC-3°

EUA 1 3-11 76 100 1 147
C. Cepa RRV-1¢

Suecia® 1 5-12 48 80 1 148
Finlandia 1 2-5 38 67 1,4 149
EUA 1 2-4 0 30 1 150
EUA 1 2-6 0 [ 1,24 140
Venczuela 1 1-10

68 90 3 S 151

*Diarrea asociada a RVH

*Dosis 10° Unidades Formadoras de Placa (UFP)
Dosis 107 UFP

‘Dosis 10* UFP

Dosis 10° UFP

ND no determinado



La primer cepa disponible para evaluacién clinica fuc la cepa bovina RIT 4237, con la
cual se obtuvicron resultados iniciales muy alentadores al ser probada en nifios finlandeses
(142,143); sin embargo, cuando fue posteriormente evaluada en nifios de paises en desarrollo
(144-146) y de una comunidad de indios apaches en EUA (140), esta cepa no mostrd que tuviese
inmunogenicidad y cficacia significativas por lo que su produccion finaimente fuc discontinuada
(139).

La cepa WC-3 es derivada de un rotavirus bovino diferente, su evaluacién inicial en EUA
mostré niveles altos de proteccion (147); sin embargo, resultados preliminares de estudios en
paises menos desarrollados (Repiiblica de Africa Central, Isracl y China), actualmente en curso,
sefialan menores porcentajes de proteccion (141).

Analizados en conjunto, estos hallazgos sugicren que la proteccién cvocada por cepas
bovinas s pobre en nifos de paises e¢n desarrallo y generalmente adecuada en ninos de paises
industrializados. Esto sugicre, que la cficacia de candidatos a vacuna de RVH en paiscs cn
desarrolio no se puede predecir de manera confiable tomando en cucenta los resultados obtenidos
cn paises industrializados (141).

E! estudio conducido en Succia con la cepa rhesus RRV-1 mostrd un alto porcentaje de
proteceién contra episodios graves, sin embargo, esta cepa, a esta dosis, provocd fiebre en 79%
de los niftos que la recibieron (148); cn Venczucla, sc empled una dosis menor, con lo cual se
conservé una adecuada cficacia pero con menor frecuencia de efectos colaterales, en este estudio,
la mayor incidencia de casos de diarrea se asocié a serotipo 3 con ¢l cual RRV-1 estd muy
relacionado (151). En atros estudios cn los que el scrotipe | fue mds conin, esta cepa ya no fue
tan efectiva; estos resultados sugicren que la proteccion evocada por RRV-1 es fundamentalmente
serotipo-especifica (para serotipo 3) (140,149-151).

Actualmente se estin realizando evaluaciones preliminares con cepas de “hibridos” de
RRV-I con serotipo 1 y 2 en estudios de campo ¢n EUA, Finlandia y Peri (141); asi mismo,
recientemente se ha preparado un “hibrido” tetravalente de RRV-1 con los determinantes
antigénicos dc los 4 serotipos de RV mds importantes v se han iniciado ensayos clinicos de
eficacia con esta cepa en Perd, EUA y Brasii (141).

En relacién a las "cepas de cunero”, la cepa candidato M37 es un virus "intertipo” que
ticne reaccién cruzada con los scrotipos | a 4 de RVH: actualmente csta cepa estd siendo probada
en voluntarios para evaluar su seguridad e inmunogenicidad (140,141).

A pesar de que existen progresos sustanciales en cl desarroilo de una vacuna contra RVH,
atin existen preguntas importantes que deben ser contestadas antes de que su uso racional a gran
escala pudicse ser considerado (35,152).

Se desconoce cudl cs la edad 6ptima de vacunacidn, Jas cepas hasta ahora probadas se han
ofrecido a lo largo de los primeros 18 meses de vida (139-151); sin embargo, s nccesario
determinar si existe algan periodo durante ¢l cual. el efecto protector de una vacuna podria ser
mis evidente. Algunas consideraciones logisticas asociadas deberin ser tomadas en cuenta; se
deberd determinar si la vacuna puede ser neutralizada por leche materna 6 por anticucrpos séricos
transplacentarios, 6 bicn, si puede existir interferencia mutua cnire la vacuna de polio y de RVH
al ser ofrecidas simultincamente (30,31.35,36.136,137,141,152).

Para determinar si la vacuna debe incluir varios serotipos para ofrecer una proteccion
adecuada, se requiere estudiar cudll es la importancia relativa de los diversos scrotipos de RVH
en la ctiologia de la diarrca y si la inmunidad conferida por una infeccién natural 6 por una
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vacuna contra RVH ¢s 6 no serotipo-especifica. Debe sefalarse, que de ninguno de los actuales
candidatos a vacuna sc espera algin cfecto protector contra rotavirus del grupo no-A
(35,36,141,152).

Scrd necesario establccer la concentracién 6ptima del virus y ¢l aimero de dosis de
vacuna nccesarias  para ofrecer  proteccidn, dcbiéndose mantener un  equilibrio cntre
inmunogenicidad adecuada y minimos cfectos colaterales: asi mismo, se deberd determinar cudl
¢s fa duracién dc la proteccién conferida (35,36,141,152).

Se requeririn cstudios de costo-bencficio, sobre todo en paises desarrollados, en donde
Ia diarrca asociada a RVH no ¢s de manera frecuente un evento fatal (30,35).

De demostrarse que existe efecto protector mediado por anticucrpos cspecificos en leche
materna contra la diarrca causada por este virus, un abordaje que s¢ debera considerar serd la
inmunizacién por via oral de las madres gestantes, con la intencion de incrementar los titulos de
anticucrpos cn leche materna y asi poder evitar la infeccion y/6 diarrea asociada a RVH en
lactantes, especialmente en aquellos de paises en desarrollo (31).

Estimaciones de la OMS han determinado, que ¢l empleo a gran escala de una vacuna
cfectiva en la prevencién de la diarrea asociada a RVH podria reducir en un 30% la mortalidad
total por diarrea y cn 10% su morbilidad, en nifios de 6 a 24 meses de edad, de paises ¢n
desarrollo. En otras palabras, se considera que s¢ podrian prevenir de 500 000 a 1 000 000 de
muertes infantiles anualmente, lo cual, expresado en unidades menores, se traduciria en ~ | 400
a 2 700 muertes diarias, 6 ~ 57 a {14 muertes por hora, 6 bien, ~ | a 2 muertes por minuto (30),

El impacto proporcional que tendria la inmunizacién sobre la morbilidad por diarrea
asociada a RVH en nifios de la misma edad, de paises industrializados, probablemente sca mis
clevado ya que la proporcién de cpisodios atribuibles a cste virus en cstos paises es mayor (30).



2.2 Inmunidad conferida por una infeccién por rotavirus humano :

) Resp i istémica y local.

La respuesta inmune humoral secundaria a Ia infeccién causada por RVH parece scguir
¢} patrén clisico de elevacion temprana de 1gM especifica. a menudo presente en la mucstra de
la fasc aguda, seguida o reemplazada por IgA e 1gG (153-155).

La IgM especifica a RVH ha sido delectada en muestras séricas desde 3 dias y hasta §
semanas después del inicio de fa enfermedad. encontrindose los titulos mds clevados durante la
2* a 3* semana (69.154). Hjelt y colaboradores han mostrado la presencia de T1gA sdérica especifica
a RVH hasta 6 meses después del inicio de la diarrea asociada a cste virus, asi como, la
existencia de inmunoglobulina secretoria especifica (slg) durante los 4 a 10 dias posteriores al
inicio de la misma, lo cual pudiese ser consecuencia de 1a extensa denudacion de enterocitos de
las vellosidades del intestino delgado que habitualmente ocurre durante la fase aguda de la
infeccién por RVH (156,157).

Los niveles circulantes de 1gG especifica se empiczan a clevar 10 dias después del inicio
de ta enfermedad y se pucden mantencer en ¢l sucro por muchos anos. pudicndo ser detectados
en la sencctud a titulos bajos. Para los 6 afios de edad, hasta Y0% de los nifios que viven en dreas
endémicas pucden tener niveles detectables de 12G especifica para ef subgrupo 1 y/6 11 de RVH
(75,158).

Existen varios métodos scrolégicos disponibles para ¢l diagnostico de la infeccidn por
RVH, dentro de los cuales se incluyen el de fijacién de complemento, inmunofluorescencia,
hemaglutinacién por inmunoadherencia, ELISA y otros empleados con menor frecuencia; fa
mayoria de los cstudios comparativos muestran que ELISA ¢s ¢l ensayo mis sensible actualmente
disponible (153,159). La determinacion de anticuerpos séricos mediante las pruebas de ELISA
6 ELISA por bloguco han permitido Ia deteccion de las diferentes clases de inmunoglobulinas;
éstas prucbas han sido wtilizadas ampliamente. particularmente en estudios sero-cpidemiolégicos
(153.155,158,160).

Con el empleo del método de ELISA. tambicn se ha podido detectar de mancra cficiente
la presencia de IghM, TgA, slgA ¢ 1gG especificas a RVH cn liquidos intestinales (155.160); cn
general, se ha observado que las diferentes clases de inmunoglobulinas son excretadas al intestino
aproximad; defal después del inicio de Ia enfermedad v son detectadas por
varias semanas anies de declinar pautatinamente (154-156,158.160). Las clevaciones de IgM, 1gA
y slgA ocurmren de mancra similar a las observadas en sucro. encontrindose 1gG con menor
frecuencia cn secreciones intestinales (154-156).

Se ha obscrvado que el nivel de IgA det liquido duodenal puede ser interide de manera
confiable mediante fa determinacion de algunos tipos de inmunoglobulinas en heces y sangre, por
lo que actualmentc sc considera innceesaria la intubacidn intestinal para la medicion de la
respuesta inmunc local (fol).

Estudios cfectuados en un modelo murino, que intentan determinar cual s la posible
participacidn de la inmunidad cclular ¢n el control de la infeccion por RVH no han mostrade
resultados definitivos. Se ha observado que la transferencia pasiva de linfucitos inmunes acorta
la duracién de Ta enfermedad, fo cual parece sugerir que esic tipo de inmunidad participa ¢n la
resolucion de la diarrca. sin embargo. en ratones desnudos deticientes cn células T. Ia
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recuperacién de la infeccion por RVH ha ocurrido de mancra similar a la de ratones normales,
lo cual a su vez ha sugerido que la inmunidad mediada por células no parece ser absolutamente
esencial para la recuperacion; asi mismo, se¢ ha encontrado que la enfermedad desarrollada por
ratones desnutridos ¢s mds grave, comparada con la de ratones bien nutridos (139).

En la actualidad, la participacidn ¢ importancia relativa que ticnen la respuesta sistémica
humoral. local intestinal y 1a mediada por células en Ja inmunidad desarrollada contra fa infeccidn
por RVH no ha sido totalmente definida. Las evidencias acumuladas, sobre todo de estudios
realizados en animales, muestran que aunque existe una respucsta sistémica sustancial, la
presencia de anticuerpos circulantes independicntemente de su clase no parecen ser un indicador
confiable de inmunidad a la infeccion y se ha considerado que la presencia de anticuerpos
ncutralizantes especificos a nivel de Ia luz intestinal podria ser ¢l factor critico en la proteccién
y probable recuperacion de la infeccidn por RVH (35,152,158).

Debido a esta aparente importancia de la inmunidad intestinal en la proteccién contra la
diarrea asociada a este virus, sc ha considerado que la inmunizacién mis adecuada pudiese ser
aquella en 1a que se emplee una vacuna con virus vivo atenuado que sca administrada por la via
oral (35.36).

En fa actualidad, se considera que existen mds preguntas rclacionadas a la inmunidad
naturalmente conferida por una infeceion a RVH que no han sido contestadas, que aqueilas que
ya ticnen una respucsta (152,158).

b} Efecto protector de la inmunidad adquirida naturalimente.

Independicntemente de laimportancia de determinar cuales son los mecanismos biol6gicos
intimamente involucrados en la respucsta inmune a una infeccién por RVH y de conocer cuidl es
su participacién relativa; cl efecto que esta inmunidad naturalmente adquirida tiene para prevenir
cficientemente una reinfeccién 6 Ia enfermedad asociada durante la misma es un aspecto que no
ha sido suficientemente aclarado (152).

En cstudios prolectivos y longitudinales de nifios seguidos desde el nacimiento, se ha
observado que la incidencia de la enfermedad asociada a RVH alcanza un pico maximo entre los
6 a 18 meses de edad, para despuds declinar paulati (16,18,48,122,124).

Se ha senalado que ¢! incremento inicial en la incidencia de diarrea asociada a RVH
coincide con ¢l periodo de destete, lo cual pudicse resultar de la suspensién del posible efecto
protector de la leche materna, 6 bien, de un mayor riesgo de exposicién a éste entcropatégeno
(16,18,122): lo cual, como ya se menciond. hasta ahora no ha sido aclarado (136-138). Por otro
lado, se ha considerado que el descenso que posteriormente se obscrva en la incidencia 6
severidad de la diarrea asociada a este virus, que ocurre conforme la edad avanza, pudicse ser
consecuencia de la inmunidad adquirida naturalmente posterior a una infeccién inicial por RVH
(18.35).

Sin c¢mbargo, también sc ha considerado que esta inmunidad naturalmente adquirida
parcce ofrecer proteccién incierta, incompleta 6 posiblemente de corta duracién, ya que se han
observado infecciones 6 episodios diarreicos repetidos asociados a RVH durante la infancia, cuya
incidencia se desconoce (16,18.48,121,122,124). Sc ha encontrado que estas infecciones
secuenciales 6 subsccuentes pueden ser debidas a RVH de subgrupo 6 scrotipo diferente e incluso
similar al aislado durante la infeccidn inicial: no existe informacién suficiente en relacién a cudt
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es la gravedad de los sintomas que ocurren durante una primoinfeccién y una reinfeccién por
RVH, ya sean debidas a scrotipos iguales ¢ diferentes (75,121,162-166).

Algunos estudios prolectivos y longitudinales, que no incluyen cl seguimiento de niftos
desde el nacimiento, han mostrado que un titulo alto de anticucrpos séricos, 12G (167), fijadores
de complemento (168) 6 IgA (169) especificos contra RVH. sc asocia a un menor riesgo de
infeccién y/6 de cpisodios diarreicos repetidas (167.168), 6 bicn, a atenuacidn en la gravedad de
la enfermedad durante los mismos (169); sin embargo. esta aparente proteccién no es completa,
ya que algunos niftos se reinfectan 6 presentan diarrea subsccuente a pesar de tener titulos altos
de anticuerpos, asi mismo, se ha observado un cfecto protector per sc asociado a la edad, lo cual
ha sugerido la existencia de otros factores independicntes al nivel sérico de anticuerpos que
podrian estar participando en la inmunidad conferida por una infeccién previa por RVH: de
hecho, s¢ ha considerado que no es posible determinar si los anticuerpos séricos son los
mediadores del efecto protector 6 si bien, estin estrechamente asociados a otros factores no
identificados {posiblemente anticuerpos excretados localmente en la superficie intestinal) que
podrian ser los responsables de la proteccién conferida (167-169).

Existe cvidencia de que esta proteccion parcce ser scrotipo-especifica u homotipica,
aunque también se ha encontrado proteccidn contra scrotipos diferentes & heterotipica que cs
dependicnte del titulo de anticuerpos (170). Sin embargo, estas obscrvaciones no son consistentes,
ya que existen otros estudios longitudinales en los que no se ha demostrado ningin cfecto
protector contra la reinfeccién por RVH 6 su enfermedad que pudiese ser asociado a la presencia
de un titulo alto de anticucrpos totales (16.49). 6 bicn de anticuerpos serotipo-especificos (171)
previamente adquiridos.

Son pocos los estudios de cohortes incipientes 6 tempranas (que incluyen ¢l seguimiento
de nifos desde su nacimiento), que han sido realizados con el propdsito de determinar si la
inmunidad adquirida naturalmenic después de una primo-infeccion por RVH, ya sca adquirida
6 no a cdad tlemprana, ofrece algin efecto protector en contra de fa reinfeccién 6 de la diarrea
asociada durante 1a misma (172-175).

A cste respecto, se debe mencionar ¢l estudio realizado por Bishop y colaboradores, en
Meibourne, Australia, cn una cohorte de 108 nidos seguidos durante tres anos, en ¢l cual se
observé que aquellos nifos que adquiricron una infeccion por RVH durante los primeros 14 dias
de cdad no mostraron posteriormente un menor riesgo de reinfeccidn, 6 de episodios diarrcicos
leves 6 moderados asociados durante la misma. pero si tuvieron un menor riesgo de diarrea
grave, comparado con aquellos nifios que no presentaron una infeccidn neonatal (172).

En otro estudio realizado en la Repiblica de Africa Central. por Georges-Courbot y
colaboradores en una cohorte inicial de 223 nifos seguidos desde ol nacimiento hasta tos dos
anos de edad, sc encontrd que aquellos ninos que adquiricron una infeccion por RVH durante los
primeros 6 meses presentaron con menor frecuencia diarrea asociada a este virus a edades
posteriores, comparados con aquchlos nifios que no la preseataron (173).

El cstudio informado por Reves y colaboradores en una cohorte de 363 ninos egipcios
scguidos desde el nacimiento, no exploré el efecto de una infeccion temprana, sino mis bien, el
efecto protector de un episodio diarreico inicial asociado a RVIH gue pudo ocurrir durante los
primcros dos aiios de cdad cn contra de episodios subsccuentes. Se observo que este episodio
inicial no ofrecioé proteccidn evidente, ya que aquellos nifios que lo presentaron ne tuvieron un
menor riesgo de diarrea asociada a RVH, comparados con nifios de la misma edad que nuncit
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antes habian presentado diarrea por cste virus (174).

En nucstro pais, Cravioto y colaboradores determinaron en una cohorte de 75 nifios
scguidos durante un afio desde su nacimiento, la edad de colonizacién inicial del tracto intestinal
por diferentes enteropatdgenos, y ademds, compararon la proporcion de infecciones iniciales y
repetidas para cada uno de cllos que se asociaron a diarrea (relacién enfermedad/infeccién). En
el caso particular de RVH, observaron que la diarrca sc presenta con menor frecuencia durante
una reinfeccién que durante una primoinfeccion; sin embargo, no determinaron especificamente
si ¢l tener una primoinfeccion disminuye cf riesgo de presentar otra infeccidn ¢ su diarrca
asociada, ya que no compararon si la incidencia de estos eventos era diferente entre nifios hasta
entonces no infectados por RVH con la de nifios ya infectados por ci virus (175).

Ademds de que los resultados obtenidos no son definitivos, ni consistentes, debe seralarse
que estos estudios presentan inconvenicntes metodoldgicos que pudicron haber sesgado sus
resultados, los cuales por lo tanto, deben ser tomados con reserva y requicren confirmacién (172-
175).

Dentro de los principales problemas metodoldgicos encontrados, pedemos destacar :

i) Seguimicnto incompleto 6 desigual de los grupos comparativos de la cohorte (172-174);
csto se debid a pérdidas en el scguimicnto total esperado de la cohorte, que variaron de
24% (172) hasta 50% (173), 6 bien, a mayores pérdidas registradas en ¢ grupo expucesto
tempranamente a RVH, que cn ¢l no expuesto (172), Por tal motivo, existe la posibilidad
de que las diferencias encontradas entre fos grupos comparativos de la cohorte pudiesen
ser debidas mas a un seguimicnto incompleto 6 desigual, que a la presencia 6 no de una
infeccién temprana por RVH (172,173).

ii} Vigilancia de cpisodios diarrcicos de manera no especificada (173), o bien, a intervalos
muy amplios y de mancra no activa (visitas domiciliarias 6 liamadas telefénicas cada 3
meses, esperando el reporte espontinco de los episodios por parte de la madre) (172); to
cual pudo haber favorecido subregistro en su frecuencia,

it) Carencia de una definicion operacional de diarrea, que limita comparaciones al respecto

(172-174).

iv) Ausencia de evaluacidn clinica de la gravedad de la diarrea (173,174), 6 bien, cvaluacién
incompleta dc la misma (172,175); sobre todo en episodios que no fueron considerados
como importantes por la madre y que se notificaron hasta tres meses después (172).

v) Posiblc asociacién errénea de infecciones por RVH con cpisodios diarreicos; en uno de
estos estudios (172), Ias infecciones causadas por RVH se identificaron principalmente
mediante la deteccidn del incremento en el titulo de anticuerpos contra RVH ¢n una
mucstra de sangre, respecto al titulo de otra colectada 3 6 0 meses antes (seroconversion),
y se consideré que el cpisodio diarrcico observado durante este intervalo de
scroconversidn cra debido a RVH; sin embargo, 1a posibilidad de que la diarrca
intercurrente haya sido debida a otra causa, no se investigé suficientemente, debido a que
dnicamente se colectaron el 65% de las muestras diarrcicas asociadas a seroconversién
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vi)

viil)

ix)

limitantes metodolégicas, para asi poder determinar de mancra adecuada, cual es fa efecti

y unicamente en el 35% de las diarrcas de esta mancra asociadas 3 RVH sc pudo
confirmar la climinacién det virus en heces. Por tal motivo, no sc pucde descartar la
posibilidad de que algunas infecciones asintomaticas por RVH havan sido consideradas
erréneamente como sintomaticas, cuando en realidad no lo cran.

Coleccion y busqueda de RVH en mucstras fecales tnicamente durante la presencia de
diarrea, lo cual impide identificar de esta mancra, las infecciones asintomdticas por RVH
(172-174).

Carcncia total de especimenes fecales cuando las infecciones asintomiticas son detectadas
exclusivamente por métodos serolégicos de scroconversién, ¢ imposibilidad para
determinar con precisidn la edad en que ccurrieron las mismas (172).

Caracterizacion incompleta de las cepas de RV'H aisladas durante una primo o reinfeccién,
de acuerdo a subgrupo & serotipo: lo cual impide un entendimicnto de la posible
adquisicidn de inmunidad homotipica 6 heterotipica (172-175).

Nula consideracién (174.175) 6 medicidn parcial (172.173) dc variables potencialmente
confusoras; lo cual pudo haber favorecido sesgo en los resultados obtenidos. debido a que
no se realizé ningln tipo de ajuste para las mismas en el andlisis final (172-175). Existen
diversas variables que por sf mismas pedrian fasoiccer un menor 6 mayor riesgo de
adquirir una infeccion por RVH, va sea asintomitica ¢ asociada a diarrea, leve 6 grave;
por tal motivo, la posibilidad de que los resultados encontrados en los grupos de niftos
con o sin infeccidn previa por RVH pudicsen cstar modificados 6 confundidos debido a
la accitn de alguna 6 algunas de estas variables, denominadas potencialmente confuso
no se puede descartar convenientemente, a menos de que ¢ichas variables scan medidas
y de que los resultados finales obtenidos para los grupos comparatives se ajusten, tanto
para las que se asocian a la presencis 6 na de una infecsion por RVH, como para aquellas
que se distribuyen de manera diferente entre los grupos comparados.
Dentro de estas variables potencialmente confusoras, s¢ podrinn considerar : En ¢l nifio.
su estado netricional. su alimentacién con leche materna. 1 edad de inicio de ablactacion;
en Ja familia, su condicién socio-ccondmica, su nivel de higicne doméstica, entre otras.

Por todo lo anterior, se ha considerado la necesidad de realizar un estudio que supere estas
dad

de la inmunidad adquirida después de una infeccién par RVH en la prevencion de una reinfeccién
& en Ia atcnuacién de la frecuencia 6 gravedad de la diarrea asociada durante fa misma,



1II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION DEL ESTUDIO :

RVH es la causa mds importante de diarrca aguda que ticne la mayor capacidad de inducir
deshidratacién grave, que pane en peligro la vida de nifios menores de 2 afios de cdad en todo
el mundo (6-29); en México, se ha confirmado como uno de los principales agentes causales de
diarrea aguda, tanto en estudios hospitatarios, como de comunidad (8.9.20-26).

El desarrollo de métodos de diagnéstico eficientes (81-106) ha conducido a un mejor
entendimicnto de las caracteristicas del virus (31-38), asi como de la epidemiologia (13-27,107-
129} ¢ importancia de su enfermedad (6-29,46-80). Los serotipos | a 4 de RVH son los que sc
han identificado con importancia epidemioldgica (35-37.139-141).

De acuerdo a estimaciones de la OMS cn paises en desarrollo, RVH puede ser responsable
de 10% de los cpisodios diarrcicos v de 30% de las muertes ocurridas por diarrea en nifios
menores de dos aios de edad. En paises desarrollados, Ia mortatidad por diarrea cs baja, pero se
ha considerado que la proporcién de diarrca asociada a este virus cs mayor, a pesar de que la
incidencia global de la misma ¢s menor, esto debido al control que existe de otras causas de
diarrca (30).

La prevencidn de esta enfermedad grave y polencialmente morial en nifos pequeiios ¢s
considerada como una necesidad imperativa. La similitud observada en las tasas de incidencia
de diarrca asociada a RVH en paiscs industrializados y en desarrollo ha sugerido la posibilidad
de que ¢l contral de esta enfermedad no dependerd del mejoramiento en el suministro de agua,
saneamiento ambiental 6 en la higicne. si no que mis bien su control podria depender del uso
a gran escala de una vacuna efectiva (13,14,16,30,121,124).

Diversos intentos para el desarrollo de una vacuna oral, con virus vivo atenuado, estin
en curso y han progresado ripidamente a la evaluvacién de algunas cepas de origen animal en
estudios clinicos controlados de campo. con la intencion de determinar su posible eficacia en la
prevencion de la diarrea causada por este virus (34-36,139-151). Los primeros candidatos a
vacuna probados cn nifios de paises desarrollados mostraron indices de proteccion muy
alentadores (142,143). sin embargo, cuando se cvaluaron ¢n nidos de comunidades menos
desarrolladas su eficacia fue muy pobre (140,144-146).

Actualmente son diversas las alicrnativas para la obtencion de antigenos adecuados que
pudicsen ser empleados como candidatos a vacuna: sin embargo, atn no se cuenta con alguno
que sea eficaz, y que idealmente :

i) pudiese inducir proteccion substancial y duradera en contra de la diarrea asociada a RVH
después de una sola dosis, ¥ que

ii} pudiese ser administrado por via oral, sin reacciones secundarias, ni interferencia de
ningin tipo (34-36,139-151).

Para lograr estos objetivos, se ha considerado que es necesario responder previamente
algunas preguntas importantes; de tal mancra. sc deberd determinar cudl es la edad Sptima para
la administracién de una vacuna. cudl seria su posible interferencia por la inmunidad de origen
materno, 6 bicn por la administracion simultinea con vacuna de polio, cudl seria la concentracién
éptima del virus para lograr un equilibrio entre respucsta inmunégena adecuada y minimas

2l



reacciones secundarias y cudl seria la necesidad de incluir varios serotipos de RVH ¢n la misma
(30,31,35,36,134-141,152).

Estimaciones preliminares de la OMS han determinado. que de contarse con una vacuna
cfectiva para la prevencion de la diarrea asociada a RVH, cl impaclo de sy uso a gran cscala
podria ser considerable ya que se podrian cvitar de 500 000 a | 000 Q00 de muertes anualces por
diarrea, cn niios de 6 a 24 meses de cdad de paises cn desarrollo (30,140). Sc considera que ésta
podria ser la intervencion mds significativa desde la introduccion de la terapia oral ¢n la
prevencién de la mortalidad por diarrea en nifos (152).

Una década después del descubrimiento de RVH por Bishop en 1973 (5), Vesikari realizo
en 1984 c! primer ensayo clinico controlado exitoso con una vacuna (142); csta rdpida obtencidn
de una vacuna aparentemente cficaz, se siguié de una euforia inicial que provocé que el
cntendimiento de la virologia de RVH y de la respucsta inmune natural contra su infeecidn se
consideraran como aspectos de importancia secundaria, a pesar de que para cntonces su
conocimiento era todavia superficial. La segunda década de investigacion sobre RVH ha sido mis
problemitica y las fallas obscrvadas con esas vacunas iniciales han forzado a los investigadores
a reconsiderar la importancia que tiene el lograr un entendimicnto mds profundo de estos aspectos
basicos (152).

Actualmente, se ha acumulado informacion acerca de las caracteristicas de la respuesta
inmune natural posterior a una infeccién por RVH; sin embargo, no sc ha logrado definir con
claridad cudl cs la participacion ¢ importancia relativa que ticnen la respuesta sistémica humoral,
la mediada por células y la locat intestinal, aunque a ¢sta dltima se le ha conferido una mayor
relevancia (139,152-158.160,161).

Del mismo modo, se ha intentado determinar cuil cs la eficiencia de fa inmunidad
adquirida naturalmente contra RVH para prevenir infecciones repetidas 6 disminuir la frecuencia
6 gravedad de su diarrea asociada (167-175); sin embargo, los estudios realizados especificamente
a este respecto no muestran resultados definitivos, ni consistentes y presentan inconvenientes
mctodoldgicos que pudicron haber sesgado sus resultados, los cuales dehen ser tomados con
reserva (172-175). Diversos autores han destacado la importancia de lograr un entendimiento
adecuado sobre este aspecto, ya que se considera que esta informacion podria:

i) ayudar a resolver algunas preguntas que actualmente limitan el desarrollo de una vacuna
cficaz,
i) *  indicar cual scrin ¢l abordaje més adecuado en la bisqueda de candidatos a vacuna contra

RVH,

i) ser dtil en la evaluacién de la efectividad de cstos mismos candidatos a vacuna en futuros
ensayos clinicos de campo, y

iv) sehalar cuales podrian ser las estrategias mids adecuadas a seguir durante una vacunacién
a gran escala, una vez quc se haya obicnido una vacuna cfectiva (30.31,35.36,141,152).



Por todo lo antes expuesto, se considerd conveniente conducir un estudio de una cohorte
de nifos scguidos durante 2 aios desde cl nacimicnto, con la intencion de determinar si una
infeccion por RVH adquirida a cdad temprana prolege contra infecciones subsceuentes, 6 bien,
contra la frecuencia y/6 gravedad de su diarrea asociada. Asi como para conocer si las
reinfecciones ocurren por serotipos de RVH diferentes de los que causan una infeccién temprana:
tode csto aunado a la intencion de tratar de evitar los problemas metodolégicos identificados en
estudios previos (172-175).

Por 1al motivo, consideramos necesario realizar un scguimiento lo mis completo posible
de la cohorte, una vigilancia frecuente y activa de los cpisodios diarreicos, una coleccidn regular
de fas muestras fecales aun en ausencia de diarrea, contar con definiciones operacionales de fos
cvenlos de interds, efectuar la confirmacion y evaluacion médica de la gravedad de los episodios
diarreicos, hacer Ia bisqueda de antigeno de RVH en todas las muestras fecales, serotipificar los
especimenes positivos con los métodos miis adecuados actualmente disponibles (ELISA) y
rcalizar un anilisis multivariado de los resultados ajustando para aquellas  variables
potencialmente confusoras que asi fo requicran.

Consideramos que la informacion de csta manera obtenida seria il para el desarrollo de
medidas de control contra la infcccién y diarrca asociada a RVH en poblaciones de alto riesgo,
como la incluida en cl presente estudio y que podria contribuir ¢n ¢l desarrollo de una vacuna
eficaz v/6 cn la implementacion de cstrategias adecuadas de vacunacion.



IV. OBJETIVOS :

a) Primario :

Conocer si 1a infeccidn temprana por RVH, adquirida durante los primeros 180 dias de
cdad, ya sea en forma asintomdtica § asociada a diarrea. disminuye la incidencia y/6
gravedad de infecciones subsccuentes en nifios meneres de 2 afios, cun comparacién con
nifios sin infeccidn temprana.

b} Secundarios

i) Determinar si en los nifos con infeccion temprana por RVH, fas infecciones subsccuentes
son debidas a scrotipos diferentes.

it} Determinar si la probabilidad de tener una infeccién sintomdtica 6 asintomdtica por RVH
en la fase temprana depende del serotipo infectante.



V. HIPOTESIS DE TRABAJO :

i) La infeccién temprana por RVH, adquirida durante los primeros 180 dias de edad, ya sea
de mancra asintomdtica 6 asociada a diarrca, conficre una respuesta inmune protectora en
contra de la incidencia y gravedad de infecciones subsecuentes en nifios menores de 2
anos.

it) En los nifios con infeccidn temprana por RVH, las infecciones subsecuentes son debidas
a serotipos diferentes.

iif)  La probabilidad de presentar una infeccion temprana sintomitica 6 asintomdtica por RVH
varia dependiendo del serotipo infectante.



VI. MATERIAL Y METODOS :

6.1 Diseiio del estudio :

Este es un estudio de comunidad, longitudinal y prolectivo, de una cohorte de recién
nacidos reclutados dentro de los primeros 5 dias que se siguicron hasta completar dos afos de
edad, en cl cual sc realizaron 3 visitas domiciliarias por semana durante el primer mcs y
posteriormente una visita por semana hasta ¢l final del seguimicnto. Durante cada visita se
investigé la existencia de diarrea y se colectdé una muesira fecal, buscindose en todas ellas 1a
presencia de antigeno de RVH con el método de ELISA.

El grupo con infeccién temprana lo constituyeron aquellos nifos que excretarsn antigeno
de RVH en heces, ya sea de manera asintomaitica 6 asociada a diarrea, durante los primeros 180
dias de vida; los nifios sin climinacién fecal de RVH durante este mismo periodo pertenccicron
al grupo sin infeccién temprana. Después de esta edad y hasta el final del seguimiento, sc
determiné en ambos grupos Ia incidencia de infecciones por RVH asintomdticas 6 asociadas a
diarrea (eventos subsccuentes) cuya gravedad se cvalué médicamente empleando una escala
cuasidimensional.

La incidencia de estos eventos resultado 6 de interés se comparé entre ¢ grupo con y sin
infeccidn temprana con la intencion de establecer diferencias. Durante la fase basal (primeros 180
dias de edad) tambicn se midicron otras variables, tanto en el nifo, como en su familia, que se
consideraron quc podrian asociarse con los eventos de interés y que por tal motivo podian scr
fuente de confusién de los resultados, por lo que en ¢l andlisis final, en un modelo multivariado
de regresién logistica, se ajustd simultincamente, tanto para las variables distribuidas de manera
diferente entre ambos grupos comparativos (con y sin infeccidn temprana), como para aquellas
variables que mostraron asociacién con alguno de los eventos de interds, Figura 1.

Durante ¢l cstudio, se realizé la serotipificacion de los aistamicntos fecales de RVH
obtenidos tanto en una infeceién temprana como en una infeccion subsccuente, con la intencién
de determinar si estas infecciones repetidas eran debidas a serotipos similares 6 diferentes; asi
mismo, s¢ investigd la asociacidn entre ¢l serotipo de RVH infectante ¥ la presencia de infeccion
(temprana 6 subsccuente) asintomdtica 6 asociada a diarrea.

6.2 Poblacidn estudiada :

Este estudio se realizo de octubre de 1987 a junio de 1990 en dus comunidades contiguas,
San Pedro Martir y Sun Andrés Totoltepee D.F., situadas en la periferia suroeste de fa Ciudad
de México. Dos meses antes det inicio del estudio sc Jevantd un censo casa por casi, que mostro
la presencia de 2,950 familias cn cl drea estudiada, con un promedio de 4.5 individuos por
familia; 28% de esta poblacidn eran nifios menores de § afios y en total fa mitad de los habitantes
eran menores de 18 ados de edad.



DISENO DEL ESTUDIO

Sajetas de Estado basal Seguimienfo subsecuente Eventos
estudio ( 0-6 meses) (>6-24 meses) subsecucntes
- 1 - de interés

Con infeccibn
temprans por RVH — infecci6n
Recitn - diarrea
nacidos. -- diagrea grave
de término

asociados a RVH

Sin infeccidn
temprana por RVH

Estimaci6n de factores n A"lu::d.]“
potenciales de confusién par pote!
confusores

Estudio de una cohorte de recién nxcidos segoidos desde
la primer semana hasta los dos siios de edad

Figura 1. Disciio del estudio.

La mayor parte de los adultos involucrados en actividades laborales (705) eran empleados
asalariados y ¢l resto cran comerciantes, campesinos, técnicos 6 profesionales; 87 de los jefes
de familia habian completado la instruccién primara y solamente el 2% cran analfabetos. Asi
mismo, s¢ verifico que la mayoria de las casas estaban construidas a base de ladrillo y cemento
(94%), que contaban con una tonma de agua entubada en su domicilio (98%) y con algtin sistema
cerrado de climinacidn de excretas (91%).

El grupo de investigacion del Departamento de Infectologia del Instituto Nacional de la
Nutricién "Salvador Zubirin™ habia trabajado en estas comunidades desde 4 afios antes del inicio
de este estudio, al principio reatizando una vigilancia epidemioldgica pasiva en una "Clinica de
enfermedades  diarreicas” y posteriormente a través de estudios de campo prolectives y
longitudinales, por lo que se contaba con ta expericncia de una gran aceptacion y cooperacién
adecuada por parte de sus habitantes.




6.2.1 Criterios de elepibilidud :
a) Criterios de inclusién.

i) Recién nacidos de término (38 a 40 semanas dc gestacién por fecha de (ltima
menstruacion).

i) Madres que plancaran permanecer con su hijo, cn el drea de estudio, cuando menos
durantc dos afos.

b} Criterios de exclusidn.

i) Recién nacidos de término con malformacion congénita del tubo digestivo.
ii) Madres con alguna enfermedad crdnica, diferente de desnutricion.

¢} Criterios de eliminacion.

Se climinaron del andlisis comparativo de grupos (nifios con ¥ sin infeccién temprana por

RVH) :

i) Los nifios con un seguimicnto total igual 6 menor a 180 dias; independientemente de que
hubiesen é no presentado infeccién por RVH durante su corto periodo de seguimicnto.

it} Los nifios con 20% 6 mds dec tiempo perdido de mancra transitoria a lo largo de su

scguimiento; ya sea que esta pérdida parcial 6 transitoria hubicse ocurrido durante los
primeros 180 dias de vida (>35 dias perdidos). & bien. después de esta edad y hasta el
final de su seguimiento (>3.5 meses perdidos). sin importar si hubicsen presentade 6 no
una infeccién temprana por RVH.

Sin embaryo, las observaciones obienidas de todos cstos ninos durante su seguimicnto
incomplcto, si se tomaron en cucnta para la estimacion de tasas de incidencia de diarrea y de
infeccidn sintomdtica ¢ asintomética por RVI.

6.2.2 Reclutamiento de la muestra estudiada :

Durante el cense de poblacidn y a lo Lirgo del perivdo de reclutamiento se realizd una
biisqueda y rtegistro de mujeres embarazadas dentro del drea de estudio, las cuales cran
inicialmente entrevistadas por una enfermera de campo con la intencidn de determinar su
clegibilidad. De considerarse clegibles, un médico realizaba una segunda entrevista domiciliaria
al final del 3% wrimestre de embarazo, durante fa cual explicaba en delalle cuales cran los
propdsito y caracteristicas del estudio, las invitaba formalmente a participar y en caso Je que
acepiaran obtenia un consentimiento por escrito (anexo 1).
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En base al total de cmbarazadas captadas durante ¢l censo, se estimé que sc¢ podrian
incorporar al estudio un miximo de 1S a 18 nifios nacidos consecutivamente por mes, lo cual,
a lo largo de.un afo de reclutamiento permitiria reunir una cohorte de 180 a 220 niios; s¢
considerd que cste nimero de nifos cran factibles de ser seguidos adecuadamente, tomando en
cuenta i personal de campo disponible y la capacidad de procesamicnto de moestras fecales en
c! laboratorio.

6.3 Seguimiento de la cohorte :

El seguimiento de la cohorte y la vigitancia de episodios diarrcicos se realizé mediante
visitas domiciliarias por un grupo de trabajadoras de campo; tres veces por semana durante el
primer mes de edad, con la intencion de determinar la incidencia de infeccidn neonatal por RVH
y posteriormente una vez por semana, Durante cada visita se interrogaba a la madre acerca det
nimero v consistencia de las cvacuaciones del nifio en las 24 horas previas, asi como, de la
presencia de diarrea, ficbre 6 vémito ocurridos a partir de la dltima visita, se solicitaba
informacidn relacionada a su alimemtacion y sc colectaba vna muestra fecal (anexo 2).

En caso de que la trabajadora Je campo identificara un posible episodio diarreico, lo
reportaba de inmediato al médico y colectaba una muestra fecal diarreica en la cual se buscaban
otros entcropatogenos ademis de RVH. A su vez, el médico acudia al domicilio del nifo a la
brevedad posible con la intencidn de confirmar 1a presencia de diarrea y evaluar clinicamente su
gravedad. mantenia una vigilancia a lo largo det episodio hasta su completa resolucién y anotaba
esta informacidn en un registro de “historia clinica™ {anexo 3), Figura 2.

6.3.1 Definiciones operacionales :
a) Diarrea.

Para considerar si un nifio cursaba con un episodio diarrcico, se tomo cn cuenta su patron
habitual de evacuaciones que era registrado regularmente durante cada visita domiciliaria; de esta
manera, s¢ definié como diarrca a ta presencia en el nifio de uno 6 mds de los siguicntes eventos
durantc 24 horas :

Dos 6 mds cvacuaciones de lo usval, acompanadas de disminucién en su consistencia.
Tres 6 mas evacuaciones liguidas.

Una 6 mas evacuaciones con sangre.

Estos eventos podian acompararse ¢ no de la presencia de otros signos 6 sintomas, como
vémito, ficbre ¢ deshidratacién. El médico consideraba que ¢l episodio diarreico habia concluido
cuando ¢l nifio recuperaba su patron habiuat de evacuaciones y no prescataba otros datos clinicos
anormales arribuibles al mismo.

Con la intencion de determinar cual cra ¢l nivel de acuerdo ¢ la concordancia que existia
entre esta definicién operacional v el concepto personal de diarrea que cada madre tenia con su
propio hijo, sc realizé un cstudio piloto durante la fase inicial del estudio que incluys la
cvaluacién de 658 eventos como posibles cpisodios diarrcicos, Cuadro 4.

29



SEGUIMIENTO DE LA COHORTE
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Figura 2. Scguimicnto dc la cohorte.

Cuadro 4 CONCORDANCIA* DEL CONCEPTO DE DIARREA

MADRE®
DIARREA NO DIARREA
DIARREA 583 3
MEDICO®
NO DIARREA 25 47
*Indices de concordancia :
Kappa = 0.76 Scasibilidad = 96%
Z=169 Médico vs Madre
p <.001 Especificidad = 94%
Fi= 0.75 Sensibilidad = 99% .
Y= 090 Madze vs Médico

Especificidad = 655
*Concepto matetno de diarrea

‘Definicién operacional de diarrca



Se pudo obscrvar, que el acuerdo que habia entre la definicidn operacional y el concepto
materno de diarrca era muy buctio, tomando en cucnta los adecuados indices de concordancia.
Asi mismo, cuando se consideraba a la definicion operacional como “estindar de oro” y se
comparaba cl concepto materno de diarrea, se padia observar que la informacién proporcionada
por la madre era muy sensible (99%), lo cual favorecia la deteccién de casi todos los cpisodios
diarreicos, aunque cra poco especifica (659%) ya que presentaba falsas positivas: y por otro lado,
cuando sc comparaba a la definicion operacienal contra ¢l concepto materno de diarrea, se podia
obscrvar que tanto su sensibilidad (969%), como su especificidad (94%) eran muy bucnas, por
todo esto, se considerd que la definicién adoptada de diarrea era adecuada para los propdsitos del
estudio.

b) Infeccign sintomadtica y asintomiitica por rotavirus humano.

La infeccidn sintomatica por RVH se definié como la presencia de antigeno de RVH en
tas cvacuaciones de un nifio con diarrea, ¢l mismo dia en que 1a muestra fecal positiva se colectd,
4 bien, 5 dias antes 6 despuds del aislamicnto; y una infeccidn asintomatica por RVH sc definié
como la presencia de antigeno dec RVH cn las heces de un niilo sin diarrea durante estc mismo
intervalo de tiempo. Todo esto considerando, como ya se sciald, que pucde existir excrecion
fecal del virus desde antes del inicio de un cpisodio diarrcico y atin después de que clinicamente
se ha resuelto (71). Asi mismo, sc consideré que un episodio diarrcico era de ctiologia mixta 6
polimicrobiana, cuando ademis de Ia presencia de RVH en heces sc detectd simultincamente otro
enteropatégeno.

6.3.2 Evaluacién de la gravedad de la diavres

La gravedad de los episodios diarrcicos confirmados médicamente se evalug empleando
una escala de indicadores clinicos previamente informada (154). Para tal efecto, sc tomé cn
cuenta Ja informacién registrada durante cada uno de los episodios (ancxo 3) y sc asignd una
puntuacién de 0 a 3 a los siguicntes datos clinicos: Ndmero de evacuaciones por dia, duracién
de la diarrea, nimero de vémitos al dia, duracién del vémito, grado de deshidratacidn y nivel de
la ficbre, Cuadro 5.
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Cuadro 5 CALIFICACION DE LA GRAVEDAD DE LA DIARREA*

DATOS CLINICOS PUNTUACION
7 2 3
Diarrea : ; RIS
No. evacuaciones/dia <5 87 e T
Duracién (dias) 1:4 SIS I
Vémitos TR »
No. vémitos/dia 1-3 46 >6
Duracidn (dias) 1-2 35 . >5
Deshidratacién
Grado (%) <5 59 >9
Ficbre
Grados centigrados 37.5-38.5 38.6-38.9 >38.9

* Modificado parcialmente de referencia 154

Dc esta mancra, cuando sc obtenia una puntuacion total de 6 6 menor sc consideraba al
cpisodio diarreico como leve, cuando cra entre 7 y 12 moderado y cuando la puntuacion cra de
13 6 mayor indicaba cnfermedad grave.

6.4 Estimacién de factores potenciales de confusion :

Durante la fase basal (primeros 180 dias de vida) y en algunos casos, adn después, a lo
largo de todo ¢l seguimicento, se registraron y midicron un grupo de variables tanto en ¢l niito,
como en su familia que se consideraron como potenciales factores de confusion.

La comparabilidad de cstas variables entre ambos grupos de nifios (con y sin infeccién
temprana) fue estimada, realizdndose un ajuste en el andlisis final de resultados para aquellas que
mostraron un desequilibrio estadisticamente significativo; asi mismo. también se realizé un ajusie
para aqucllas variables que mostraron asociacién con alguno de los eventos resultado 6 de interés:
Infeccidn por RVH, diarrea asociada a RVH y diarren moderada/grave asocinda a RVH,
subsccuentes.



6.4.1 Registro de variables potencialmente confusorus :

8) Variables registradas duraate Ia fase hasal.
{D-180 dias de cdad)

i) En ¢! nifio:

- Sexo

-~ Lugar que ocupa en los hijos de la madre

-~ Lugar de nacimiento

~ Pcrmanencia en cunero

- Pesa al nacimicnto

~ Estado nutricional

- Duracidn de la lactancia al pecho materno

~ Edad de inicio del biberdn

- Edad de inicio de la ablactacién

- Tiempo de exposicién a una iemporada de mayor incidencia de infeccién por RVH

i) En la familia:

- Tamafio

- Niimero de nifios menores de 5 afios de cdad
- Nivel educacional del jefe de familia

- Nivel educacional de la madre

- Nivel socio-ccondmico

- Habitos higiénico-domésticos

b) Variables registradas considerandu todg ¢f seguintiento,
(0-24 mesces de edad)
i) En el nifo:

- Asistencia a guarderia
- Tiempo de scguimicnto subsecuente {despuds de 180 dias de edad)

ii) En Ia familia:
- Exposicién de los hermanos a posibles fuentes de infeccion

{guarderias, escuclas)
- Madre con actividad laboral fucra de su domicilio
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6.4.2 Medicién de las variables potenciatmente confusoras :

1

3

4

5)

6)

Sexo : Se considerd como una variable dicotdémica: para fines de andlisis, ¢! masculino
fue 1 y el femenino 2.

Lugar que ocupa en los hijos de 1a madre 6 mimero de hijo : De la fista de hijos nacidos
vivos de la madre, se registré e} fugar que ocupaba el nifo incluido en ¢l estudio; 1a
variable se analizé como continua.

Lugar de nacimiento : Variable categdrica, si ¢} nacimicmo ocurrid ¢n su domicilio se
considerd como 0 y si tuvo lugar en un medio hospitalario como L.

Permanencia en cunero 6 lugar de estancia : En aquetlos nifios nacidos en medio
hospitalatio, se considers al tiempo de estancia en dias como una variable continua y
como variable nominal, se considers conto O a la permanencia del nino con su madre v
como | su estancia cn alguna sala de cunero.

Peso al nacimiento : Se tomé en cuenta e} peso registeado al nacimicnto en kilogramos:
para ¢! analisis esta variable se considesd como dimensional v tambiéa como ordinal (bajo
peso al nacer) con 3 estratos: 0= 3.0 kg, L 2 2.5 -<3.0 kgy 2 <2.5 kg.

Estado nutricional é desnutricidn basal (0-180 dias) : Sc estimé considerando el peso
adecuado para la edad.

A lo lacgo del seguimicato de cada nifio se registrd su peso corporal cada mes a dos
meses; inicialmente se empled una hiscula pesa-behé sin resortes (Bame, 16 kg de
capacidad) disponibie en ¢l consultorio de fa "Clinica de Diarreas”, sito en el Centro de
Salud de la 8.S., de San Pedro Minir y posteriormente fue necesaria ademas, el empleo
de 4 basculas ponitites (CMS Weighing cquipment LTD, modclo MP235, 25 kg de
capacidad) para que los nifos pudiesen ser pesados con mayor regularidad en su
domicilio, ya que no todas las madres acudian espontincamente af consvhorio. La
exactitud de todas las bisculas cra verificada regularmente y el personal de campo fue
capacitado para su empleo adecuado.

Las curvas de peso pasa fa edad de acwerdo a sexo "de los nifios de Bostow”
(NCHS/CDC) (176) se emplearon como vatores de referencia. Se ha considerado que ta
comparacién con estos valores es valida, ya que existen evidencias de que ¢f pohre
crecimienio abservado en grupos de poblacion menos privilegiados es debido a factores
sociales, mis que a diferencias dnicas 6 geogrificas, ademds de que estos vatores hum
sido ampliamente empleados y aceptados, fo cual favoreee It comparabitidad de resultados
con otros cstudios similares (177).
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7)

8)

Los registros de peso de cada nifio, se compararon con la mediana de la curva
correspondicnte, de esta manera se obtuvo ¢l porcentaje de adecuacidn de peso para una
cdad determinada, que podia ser mayor 6 menor a 100% dependicndo si ¢l peso registrado
estaba respectivamente por arriba 6 por abajo del valor de la mediana que se considerd
cl [00% de peso. A su vez, se obiuvo fa mediana de los porcentajes de adecuacién de
peso por nifo durante toda la fase basal.

Para definir la presencia de desnutricion durante este periodo s tomé cn cuenta Ia
clasificacion de Goémez (178), de acuerdo a la cual un nifio se pudo ubicar dentro de
alguno de los siguicntes 4 estratos, dependiendo del valor de su mediana del porcentaje
de adecuacion de peso para la edad : Eutréfico si cra >90%, codificado como ;
desnutricién grado [ si era entre 76% y 90%, como |; desnutricion grado I de 60¢¢ a
75%, como 2; y desnutricion grado I si era <60%, como 3. Para cl andlisis, estos
cstratos de desnutricién se consideraron como una variable ordinal de 0 a 3.

La estimacién del estado de nutricion en base a la adecuacién del peso para la edad
podria considerarse una medicién insuficiente 6 inadecuada, sin embargo, como lo ha
sehalado Ramos-Galvén, ¢l emplco de valores de peso-edad tiene su mejor aplicacién en
trabajos epidemioldgicos realizados en nifios de corta edad, en quiencs 1a talla ha tenido
poca oportunidad de sufrir considcrablemente, A diferencia de Ia talla, durante la
desnutricitn el peso disminuye mis tempranamente y de manera mds intensa; la relacién
talla-edad es mids bien aplicable para juzgar la cronicidad del proceso de desnutricion
(179).

Se ha seiialado también, que en trabajos de campo, para la valoracién colectiva del estado
de nutricién, resuita admisible ¢l empleo de cifras relativas (mediana del porcentaje de
adecuacién del pesa, grado de desnutricion), ya que el procedimiento ticne las ventajas
de la uniformidad en la cxpresion de los resultados y de la posibilidad de una
comparacién rdpida y ficil (179.180): para tal efecto, la clisificacion propuesta por
Gémez ha demostrado su utilidad epidemioldgica y ha sido adoptada en muchos paiscs
(179).

Duracién de la lactancia al pecho materno : Durante las visitas domiciliarias se registraron
las fechas cxactas de inicio y término de la alimentacién al pecho materno, se calculé la
diferencia entre ambas y se determind la duracion de la lactancia expresada en dias, se
considerd solamente la lactancia ofrecida durante la fase basal. La variable sc analizé de
mancra dimensional y como una variable ordinal {lactancia de corta duracién) con 3
estratos: Lactancia >90 a 180 dias = 0: entre | a Y0 dias = I: y lactancia nula 6 de 0 dias

=2

Edad de inicio del biberdn : A través de las visitas domiciliarias se determiné Ia edad de
introduccion del biberdn, independicntemente de que en €l se ofreciera alguna férmula
lictea, 6 cualquier otro tipo de liquido (agua, tisanas, ctc): Ia variable se consideré como
continua cxpresada en dias.



9)

10)

n

13)

14)

15)

Edad dc inicio de 1a ablactacion : Durante las entrevistas domiciliarias también se¢ pudo
conocer la edad de introduccidn de lus alimentos sélidos; la variable se expres6 cn dias
¥ s¢ analizé como continua.

Tiempo de exposicidn a una temporada de mayor incidencia de infeccién por RVH 6
temporalidad dc RVH : Debido al cardcter estacional de la infeccion por RVH, se
determind ¢l nimero de dias que un nifio s¢ expuso a vna temporada de alta incidencia
durante su fasc basal, ya que se considerd que esta diferente exposicion temporal a RVH
podria ser un factor que favorecicra la adquisicion de uma infeceion, ya sea a edad
temprana 6 a edad subsecuente. La variable se considerd como continua y se cxpresé ¢en
dias de exposicidn.

Asistencia a guarderia : A lo largo del seguimicnto de cada nifto se registrd su asistencia
6 no a alguna guarderia, la variable sc considerd de manera dicotémica, como 1 6 0
respectivamente. La duracién de la asistencia a la guarderia se registtd en meses y s¢
consideré de manera continua.

Tiempo de seguimiento subsccuente : Debido a que un scguimiento diferente de los
grupos comparados podria ser fuente de sesgo cn los resultados, se determind el tiempo
de seguimicnto despuds de los 180 dins de edad ¢n eada uno de los nifos y se considerd
como una variable dimensional expresada en dias.

Familia (tamafio de la familia) : Se definidé como familia al gnipo de individuos, nifios
6 adultos, que convivian juntos ¢n la misma vivienda y que dependian del mismo ingreso
econdmico. Dentro de éste apartado sc consideraron 4 variables continuas:

i) el tamafio per se de la familia, expresado como ntimero total de miembros; i) nimero
de persanas por cuarto, que correspondid al cociente dei nimero total de individuos entre
el total de dormitorios disponibles: iif} atimero e personas en el cuarto del bebé, que
registré al ndmero de individuos que compartian ¢l dormitorio con el nifo: y iv) niimero
de personas en a cama del bebé, que se refiere al niimero de personas que compartian
el lecho con el nifo.

Nimero de nifios menores de 5 afos de edad @ Se registraron todos aquellos aifos
menores de esta edad que convivieron dentro de! grupo familiar con ¢l aifo incluido ¢n
el estudio; se analizd como una variable continui.

Nivel cducacional det jefe de familia : En la mayoria de las ocasiones se consideré como
jefe de familia al padre, ya que cra quien aportaba ¢l mayor ingreso ccondmico para cl
sustento familiar, solamente en caso de estar ausente se considerd como tal a la madre.
Su nivel educacional se estimé tomando en cuenta los anos completos de escolaridad
formal; 1a variable s¢ analizd como continua.




16)

17)

18)

Nivel educacional de Ia madre : De mancra similar, se tomaron en consideracion sus anos
de escolaridad formal y como en el case anterior de existir analfabetismo el nivel
educacional era de cero; esta variable tambicn se considerd como continua.

Nivel socio-cconémico : Empleamos un instrumento previamente desarrollado y validado
por Bronfman y colaboradores (181), el cual consiste en la construccidn de un indice
complejo a partir de la informaciin de 6 variables socioccondmicas. Del cociente niimero
de personas en la vivienda entre ndmero de cuartos de la misma se obtuve la variable
nivel de hacinamicnto, la cual se combing con otras 3 variables de condiciones de I
vivienda : Material del piso, disponibilidad de agua potable y forma de climinacion de
excretas; para cada unit de estas o variables se consideraron 3 categorias en un nivel de
medicion ordinal @ Malo, regular v bueno, a partir de las cuales se construyd el "Indice
de condiciones de la vivienda® 6 INCOVI. que se calificd como bucno para aquellas
combinaciones en las que aparecicron por Jo menos 2 variables con bueno y una con
regular y como maio para las combinaciones en las que aparccian por lo menos 2
variables con malo y una con regular y ¢l resto de las combinaciones se ubicaron en fa
categoria regular.

La escolaridad del jefe de familia también se ardend en 3 niveles ordinales similares a
los previamente seftalados, los cuales se combinaron con los 3 niveles det INCOVI dando
lugar a 9 combinaciones, ¢n base a las cuales s¢ construyd el "Indice socioeconémico”,
el cual se considerd como bueno para aquellas combinaciones que tuvieran cuando menos
un bueno y un regular y malo para aquellas en las que hubicra por lo menos un malo y
un regular, dejando al resto de combinaciones como regular.

Para cl andlisis, este indice conservd su caricter ordinal, tomandose en cuenta como :
malo = 0, regular = | y bueno = 2.

Hibitos higiénico-domésticos : Para la medicion de est variable desarrollamos y
validamos un instrumento de medicion observacional (182,183) que ha mostrado su
utilidad para evaluar los factares de riesgo ambientales para la adquisicion de diarrea
aguda (184).

El instrumento se desarrollé para que fuera aplicado durante una visita domiciliaria
convencional por una frabajadora secial 6 una enfermera de campao, Ja cual efectuaba una
serie de observaciones sin hacer preguntas directas a la madre, quien no era informada
del motivo de fa visha.

El instrumento sc desarrolld a partir de 51 observaciones que tenian la intencidn de
obtener informacion relacionada con fas condiciones higiénicas: Del exterior ¢ interior de
12 casa, de a madre y niio estudiado. ast como, de la preparacion y conservacion de los
alimentos y el agua. El ndmero de observaciones se disminuyo a 25 una vez que se
considerd su fuctivilidad, capacidad discriminante, grado de acuerdo entre observadores
y reproducibilidad; las variubles eran de tipo ordinal 6 dicotémico, la informacion
contenida en estas variables se relacioné con la 1asa anual de diarrea de cada nifo
mediante regresion logistica, identificandose a aquellas asociadas con un riesgo protector,
ya que la premisa era que a mejor calificacién de la variable existiria menor riesgo de
adquirir diarrea aguda.
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Las variables scleccionadas se incluyeron en un andlisis discriminante escalonado, que a
su vez identificé a aquellas que mejor predecian la probabitidad de presentar diarrea. El
instrumento asi desarrollado  mostré una exactitud de 75%, con scnsibilidad y
cspecificidad de 7550 y valores predictivos positivos y negativos de 50% y 90%,
respectivamente.

Las variables de esta manera incluidas en ¢l instrumento observacional final {ancxo 4)
fueron 3 de caricter ordinal, calificadus como 1, 2 6 3 de acuerdo a su mejor condician:
tipo de climinaci6n de excretas, refrigeracion de atimentos, limpicza de las ropas de la
madre; v una dicotémica : vivienda tipo "cuarto redondo” calificada como si = 1 6 no =
3. Cada una de estas observaciones sc analizé como una sola variable conservando su
carfcter ordinal 6 dicotémico y ademis s¢ construyd una calificacion global con la suma
de todas ellas, que podia variar de 4 2 12 y que se tomé en cuenta como un "Indice de

higicne",

19)  Exposicion de los hermanos a posibles fuentes de infeccion @ A lo largo de todo ¢l
seguimiento de cada uno de los nifos estudiados, se determind su convivencia 6 no con
hermanos menares de 5 afos que asisticran a alguna guarderia, escucla 6 aigin otro sitio
comin de reunién de grupos de nifios. La variable se considerd como dicotémica, sin
(como ) y con (como 1) exposicidn y como contimra, tomando en cucnta ¢l nimero de
hermanos expuestos.

20)  Madre con actividad laboral fuera de su domicilio 6 Madre que trabaja < Se determing si
1a madre tenia alguna actividad faboral que le obligara a permanecer tucra de su domicilio
y que por lo tanto, le impidicra temporaimente continuar con ¢l cuidada directo de su hijo
incluido cn ¢l estudio: la duracién de ésta actividad se registré en meses y la jornada
diaria de la misma en horas. La presencia 6 no de 1a actividad laboral se analizé como
una variable dicotémica, como 1 6 ) respectivamente y 1a duracién y jornada de la misma
como variables continuas.

La informacién contenida en los puntos 7 a {0 y 12, sc obtuvo a pastir del ancxo 2; para
obtener {a informacidn considerada en los puntos { a 5.y 13 a 17, sc emple6 cf anexo 5 v para
ia contenida en los puntos L1, 19 y 20, ei ancxo 6.

6.5 Métodos de laboratorio :
Las muestras fecales colectadas durante cada visita domiciiiaria, ya sea cn ausencia 6
presencia de diarrea, se obtenfan a partir de evicuaciones emitidas por ¢l nifio cn ¢l curso de fa

maiana, s¢ mantenian en higlo y sc transportaban a ta brevedad posible al luboratorio en donde
cran registracdas y procesadas ¢l mismo dia de su coleccidn.
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6.5.1 Deteccitn de untigeno de rotavirus bumane en heces :

Se empled ¢f ensayo inmuno-enzimitico (ELISA) tipo emparcdado de doble anticuerpo
desarrollado ¥ validado pur Grauballe y colaboradores (84). Este ersayo utiliza microplacas de
policstireno como fase solida, a la cual se fija la fraccidn inmunoglobulinica del antisuero
policional de conejo amti-RVH como amicuerpo de capiura, esie mismo anticuerpo marcado con
peroxidasa de ribano también se emplea como canjugadoe. De ¢sta manera, de existir particutas
de RVH en fa muestra fecal son atrapadas entre ambos anticucipos en un ensayo lipo
emparcdado, para detectar [a presencia de este complejo antigeno-anticucrpo se agrega un
substrato (peréxido de hidrégeno més otrofenilendiaming) que da lugar a una reaccién colorida,
que sc pucde detectar vissalmene 6 que puede ser medida con un espectrofotémetro (Figura 3).

Deteccién de RVH en heces

=g NS

1gG anli-RVH adsorbide 3 ta placa

<

RVH fijado por ¢] anticuespo

Conjugado con peraxidasa reacciona con RVH fijado e ]

" * Figura 3. Deteccion de RVH en heces.
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Estc ensayo inmuno-cnzimitico es capaz de detectar <! ng de proteina de RVH en heces,
es un procedimiento reproducible (coeficiente de variacién intra ¢ interensayo <10%) que fuc
comparado ¢n su fase inicial con técnicas de miscroscopia elcctrénica mostrando una sensibilidad
de 95% y especificidad de 859%, habiéndose minimizado la posibilidad de reacciones falsas
positivas al introducirse un paso de blogueo de sitios inespecificos previo a Ia incubacién con et
conjugado (84,185).

El ensayo se encuentra disponible en ef comercio (Rotavirus ELISA kit, DAKOPATTS)
y recicntemente ha sido comparado con e} ELISA desarrollado bajo el auspicio del Programa de
Control de Enfermedades Diarreicas de la OMS en un estudio colaborativo con 7 paises, en ¢l
cual mostré una sensibilidad y especificidad de 97%, siendo un procedimicnto mds sencillo en
su realizacién y que proporciona resultados de manera mds ripida. Por estos motivos, se
considera que ¢l ELISA kit DAKOPATTS es un método muy recomendable para ¢l diagnéstico
de Ia infeccidn por RVH, sobre todo cn estudios de campo realizados en paises en desarrollo
(185).

a) Descripcion de {a técnica de Iaboratorio.

i) Preparacién de sobrenadantes de heces para la bisgueda de RVH por ELISA

Las muestras fccales eran procesadas el mismo dia de su coleccion para la obtencion de
sobrenadantes con una concentraci6n de ~ 10%.

)] Se empleaban 2 viales de eppendorf por muestra, en cada uno de cllos se dispensaban 2
ml de solucién de PBS-merthiolate.
2) En cada uno de los viales se depositaba aproximadamente 0.5 g de heces.

k)] Ambos viales sc agitaban vigorosamente ¢n Vortex, durante 30 segundos hasta obtener
una mezcla homogénea.

4) Uno dc los viales se ceatrifugaba a 12,000 rpm., durante 15 minutos,

5) El sobrenadante cra decantado en otro vial de eppendorf, que se completaba a un volumen
de 2 ml con PBS-merthiolate.

6) Ambos viales, el de muestra concentrada y ¢l de sobrenadante se ctiquctaban con la clave
del nifio y la fecha.

7 Todas las muestras se congeluban a -20°C hasta su procesamiento,
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1}

ELISA para la deteccién de RVH en sobrenadantes de heces :

Se emplearon los reactivos bioldgicos incluidos en el Rotavirus ELISA kit, DAKOPATTS

(codigo K220).

n

1a)

1b)

3)

4)

5)
6)

7

8)
9)

10)

Scasibilizacion de una placa de micro-ELISA (NUNC-Immuno plate) con 96 pozos,
distribuidos ¢n 12 columnas (I a 12) v 8 lincas (A a G) :

Se realizaba una dilucién 1:50 de la fraccién inmunogiobulinica del antisuero de concjo
anti-RVH (Dakopatts cédigo B218) en solucidn reguladora de carbonatos-bicarbonatos,
depositandose 1) ul de la dilucién dentro de cada pozo de las columnas 1,2,56,9 y 10
(de A a G) de Ja microplaca. Los cuales correspondian a los pozos de prueba.

Dec manera similar, a partir de una dilucion 1:50 de la fraccion inmunoglobulinica de
sucro normal de conejo (cédigo X904) con Ja misma solucion reguladora, se depositaban
100 ul de la dilucion dentro de todos los pozos de las columnas 3.4,7.8,11 y 12 de la
microplaca. Estos pozos correspondian a controles negativos.

La placa se incubaba durante toda la noche a 4°C.

Postcriormente, sc lavaban lodos los pozos de la placa cn 3 ocasiones con solucién
reguladora de fosfatos salinos mis Tween 20 (PBS-Tween).

Sc aplicaban 100 ul de cada uno de los sobrenadantes ~ al 10% de heces en 4 pozos
consecutivos (2 pozos de prucba y 2 de control negativo). la primer muestra se aplicaba
de Al a A4, Ia scgunda de Bl a B4, ctc. En los pozos G9 a G12 sc aplicaba ¢l control
negativo (PBS) y de H9 a HI2 el control positivo (antigeno de RVH, Behring).

La placa se incubaba a 37 *C durante 60 minutos.

El lavado de la placa s¢ repetia de mancra similar al paso 3.

El bloqueo de reacciones no especificas, se realizaba depositando en cada pozo 150 pl
de una solucion al 1% de albamina sérica bovina esencialmente libre de inmunoglobulinas
(BSA, SIGMA).

Posteriormente, la placa se incubaba durante 40 minutos.

Se lavaban todos los pozos con PBS-Tween en una sola ocasién.

Se depositaba en cada uno de los pozos 100 ul de una dilucién 1:500 del conjugado de

antisucro de conejo anti-RVH mis peroxidasa de ribano (cédigo P219), con solucién
reguladora PBS-Tween.
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1)

12)

13)

14)

16)

17)

D]

Se dejaba en incubacién durante 90 minutos a 37°C.
Se lavaba toda la placa con PBS-Tween cn 4 ocasioncs.

Se preparaba en fresco el substrato de la reaccion enzimatica, que counsistia en 0.0056 g
de ortofenilendiamina (SIGMA) disueltos en 10 ml de solucidn reguladora de citratos, a
lo cual sc agregaban 10 ul de peroxido de hidrégeno.

De inmediato se depositaban 100 !l del substrato en cada uno de los pozos de toda la
placa.

Se dejaba reaccionar durante 5-15 minutos a temperatura ambicnte y cn obscuridad.

Una vez que se observaba el desarrollo de color en ¢l control positivo, la reaccién cra
detenida agregando a cada uno de los pozos 100 ul de 4cido sulfiirico M.

Los resultados eran evaluados por cl desarrollo de color a simple vista y tambidn,

mediante la medicién de la absorbancia del liquido contenido ¢n los pozos a 492
nanémetros, empleando un espectrofotémetro (Organon teknika, reader microcelisa system).

Soluciones ecmpleadas en los ensayos inmuno-enzimiticos :

1) Solucién reguladora de fosfatos salinos (PBS).

Cloruro de sodio 16.00 g
Fosfato dibisico de sodio 580 g
Fosfato monobisico de potasio U0 g
Cloruro de potasio 040 g
Agua desionizada c.s.p. 2001
pH=72
2) Solucién reguladora de fosfatos salinos mis merthiolate
(PBS-merthiolate).
PBS Idem
merthiolate 0.005 g
3) Solucion reguladora de fosfatos salinos mds Tween (PBS-Tween).
PBS Idem
Tween 20 100 ml
4) Solucién de albimina al 1%.
PBS 100.0 ml
Albimina bovina esencialmente
libre de inmunoglobulinas Lo g
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5) Solucién reguladora de carbonatos-bicarbonatos,

Carbonato de sodio 0.159 ¢
Bicarbonato de sodio 50293 g
Agua desionizada 100.0 : ml
pH =9.6 .

6) Solucién reguladora de citratos.
Acido citrico 0730 g
Bicarbonato de sodio 1.180 ¢
Agua desionizada 100.0 “ml
pH=55

7) Acido sulfirico [M.
Acido sulfiirico 550 ml
Apgua desionizada 945.0 mi

b) Interpretacién de los resultados.

Los resuttados podian ser leidos visualmente, comparando cf color de los 2 pozos de
prucba con cl color de los correspondicntes 2 pozos de control negativo, aquellas muestras que
mostraban una tincidn cvidentemente mis intensa cn los pozos de prucba comparados con los
pozos de control negativo, sc consideraban positivas para la presencia de antfgeno de RVH.

Sin embargo, los resultados visuales siempre se confirmaron mediante la lectura de la
absorbancia del liquido contenido cn los pozos de la placa a 492 nanémetros, con el usa de un
espectrofoldmetro. Para considerar una muestra de heces positiva para la presencia de antigeno
de RVH se tenia que cumplir con los 2 siguientes criterios :

1) La absorbancia de los pozos de prucha menos la absorbancia de los pozos de control
negativo, tenia que ser >0.1: y,

2) La absorbancia de los pozos de prucba dividida entre la absorbancia de los pozos de
control negativo, deberia ser >6.

En caso dc que no se cumplicra con alguno de estos 2 criterios, o bicn, de que existiese
duda en alguno de cllos, la prueba de ELISA de esa muestra fecal era repetida; asi mismo, si la
diferencia del valor de la absorbancia entre ambos pozos de prueba excedia 20% el ELISA
también era repetido.
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6.5.2 Determinacion de serotipos de RVH identificados en heces :

La serotipificacién de RVH sc realizd a partir de las muestras fecales positivas, mediante
un ensayo-inmunoenzimitico que emplea anticucrpos monoclonaies serotipo-especificos (1-,2-,3+
¥ 4-) dirigidos contra la proteina VP7, desarrollado y validade por Taniguchi y colaboradores
(94).

Los anticuerpos monoclonales producidos contra cepas de los 4 scrotipos de RVH miis
importantes (1-,2-,3- y 4-) son adsorbidos a microplacas de polivinil como anticuerpos de captura,
a los cuales se agrega la muestra fecal positiva para RVH; como 2° anticuerpo s¢ emplea la
fraccién inmunoglobulinica de antisucro de conejo anti-RVH, de esta manera, la existencia de
la reaccion antigeno-anticuerpo tipo emparedado sc revela con el empieo de un conjugado de IgG
de cabra contra IgG de concjo acoplada a fosfatasa alcalina, Al agregarsc al sistema ¢l substrato
correspondicnte se da lugar a una reaccién colorida que puede ser medida con el uso de un
espectrofotémetro (Figura 4).

Serotipificaciéon de RVH
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Ac monoclonal serotipo-especifico RVH fijade por ¢l anticuerpo
adsorbido a la placa
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IgG anti-RVH Conjugado con fosfatasa alcalina
reacciona con complejo antfgeno-anticuerpo

Figura 4. Scrotipificacién de RVH.
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Sc ha determinado que este ELISA tiene una sensibilidad capaz de detectar una
concentracion viral en las heces de ~ 3 a 8 unidades formadoras de placa (UFPYml y que los
anticuerpos monoclonales desarrallados son scrotipo-especificos dirigidos a la proteina VP7 de
la cipside externa, sin existir cvidencia de reacciones cruzadas. Comparado con los ensayos de
neutralizacién que requicren de la adaptacién y crecimiento de cepas de RVH en cultivos
celulares, este ELISA ha demostrado ser un método mis fdcil y adecuado pasa el procesamicnto
de mucstras obtenidas de estudios cpidemioldgicos (94).

a) Descripcion de la técnica de Jaboratorio.

La serotipificacién de RVH a partir de las muestras fccales positivas sc realizé en el
Laboratorio de la Unidad de Gastroenteritis Viral, de la Division de Enfermedades Virales, de
los Ceatros para ¢l Coatrol de Enfermedades en Atlanta, Georgia, EUA, a cargo del Dr. Roger
1. Glass. A continuacién sc anota ¢l procedimiento efectuado :

1) Los pozos de una placa de micro-ELISA de polivinil eran sensibilizados con 50 pl de una
dilucién 1:10,000 del anticucrpo monoclonal (1 a 4) con PBS. En la linca A se depositaba
cl anticuerpo monoclonal dirigido contra VP7 del scrotipo 1, en 1a B para el scrotipo 2
y asf sucesivamente.

2) La placa sc incubaba a 4°C hasta ¢l dia siguiente.

3) Se lavaba toda la placa con PBS-Twcen en 2 ocasiones.

4) Se bloqueaban los sitios inespecificos, aplicando cn cada pozo 50 ul de albimina sérica
bovina libre de inmunoglobulinas al 1% dilvida cn solucién PBS-Tween.

5) Incubacién hasta el dia siguiente a 4°C.

6) Se repetia una fase de lavado similar a 3.

7 Por duplicado, sc¢ aplicaban 50 ul de los sobrenadantes de muestras fecales (= 10%)
positivos para RVH cn los pozos de cada uno de los anticuerpos monoclonales (1 a 4);
la primera muestra s¢ depositaba en la columna I y 2 de las Jincas A a D (8 pozos por
muestra) y asi sucesivamente. En las columnas 11 y 12 y de las lincas A a D sc
agregaban los controles positivos.

8) Nueva incubacién a 4°C hasta el dia siguicnte.

9) Se realizaba una nucva fase de lavado, similar a 3.

10)  Sc agregaban 50 1l por pozo de una dilucién 1:10,000 de antisucro de concjo contra RVH
cn PBS-Tween.



11) ** Se incubaba a 37°C durantc una hora.
’ 12) . Se repetia una fase de lavado, similar a 3.

13}  Se agregaban 50 pl por pozo de una ditucidn 1:10,000 del conjugado de IgG de cabra
anti-IgG de concjo mds fosfatasa alealina, diluido en PBS-Tween.

14}  Nuevamenie se incubaba a 37°C durante una hora,
15) Sc repetia una fase de lavado, similar a 3.

16}  Posteriormente se agregaban 100 td por pozo del substrato, que cra una solucion de
tmg/mi de dcido paranitrofenil-fosférica en solucidn reguladora de carbonatas-

bicarbonatos.
17)  Se dejaba reaccionar a temperatura ambiente y en obscuridad,

18) Una vez que aparecia el desarrollo de color en los controles positives, la reaccion era
detenida agregando a cada pozo 50 i de dcido sulfurico M.

19} La absorbancia del color desarrollado en Jos pozos era determinada por un
espectrofotémetso.

b} Interpretacién de los resuitados,

La medicion de ta absorbancia def color desarrollado, densidad dptica (DO), se reatizaba
con un cspectrofotémetro a 410 nandmetros. Una muestra se consideraba positiva pata un
seratipo determinado, cvando et valor de {u absorbincia (DO) de ambas pazos probadus
multiplicada por 1.000 era mayor de 300

Cuando sc obtenia para una misma mucsira un vator de DO mayor de 300 en los pozos
de los 4 serotipos probados. se consideraba que esa muestra no era scrotipificable (NT): por of
contrario, cuando fa muestra positiva a RVH en el ELISA inicial no mostraba ninguna reaccion
positiva para los scrotipos probados, se considerabat que era una muestra gue o pudo scr
serotipificada (NV), posiblersente debido a upa insuficicnie concentracidn de viriones cn la
misma,

6.5.3 Bisqueds de otros enteropatig :

Ante la presencia de un cpisodio diasseico en algunn de los ninos incluidos cn ta cohorne,
se e colectaba una mucstra fecat que era senalada coma “mestra diaereica™, i cual, o su Hegada
al Iaboratorio era procesada de inmediato para ta bisqueda de otros enteropatdgenos, adeniis de
Ia biisqueda habitual de RVH por ELISA.
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if)

Examen en fresco @

Sc realizaba un examen directo de las heces con microscopia dptica: con ia ayuda de un
aplicador se tomaba una pequefia cantidad de la mwestra diarreica, de preferencia de fos
sitios que mostraban sangre ¢ moco y s¢ depositaba en una laminilla que contenia una
gota de solucién salina isotdnica, de lugol y de azul de metileno, sc realizaba vna
suspensién con cada una de cHas y se abservaban con las abjetivos seco débil (10x) y
seco fuerte (40x). Se buscaba la presencia de wofozaitos 6 quistes de protozoarios,
huevecilios 6 larvas de helmintos, asi como de leucocitos y sangre micrascépica.

Coprocultive :

Todas Jas muestras diarreicas cran sembradas en agar MacConkey, Xilosa-Lisina-
Deoxicolato (XLD), Salmoncla-Shigella (SS), sangre con ampicilina (C/AMPL) y
CAMPY-BAP, (Bioxon). A excepeion de éste dltimo, todas fos medios eran incubados
a 37°C durante 24 horas, el CAMPY-BAP se incubaba a 42°C durante 48 horas y en
ambicnte microaerofilico.

Del agar MacConkey se scleccionaban las colonias lactosa positivas can morfologia
calonial compatible con £. coli, a pastir de 3 de cstas colonias se realizaba un ELISA-
GM-LT y ua ELISA-Inhibicion-GM-ST para buscar la presencia de  E.coli
enterotoxigénica (ECET) productora de toxina termalibil y termaoestable, respectivamente,
6 bicn de ambas. conforme a lo deserito por Svennesholm v colaboradores (186,187). Asi
mismo, can cf empico de antisucros especificos (Difco) se buscaba la presencia de
especies de £, coli enteropatogénica (ECEP), todas fas cepas de £, coli eran confirmadas
bioquimicamente (188).

A partit de los medivs XLD y 8§ se seleccionaban las colonias lactosa negativas
saspechosas de Salmonella sp y Shigella sp, que se confirmaban bioguinicamente {188)
y medianic aglutinacién con antisueros especificas (Difco). Del medio C/AMPL se
identificaban a las colonias hemoliticas, oxidasa paositiva, que podian ser confirmadas
mediante reacciones bioquimicas como Acromonas sp.

Asi mismo, en el agar CAMPY-BAP sc buscaba ¢l crecimiento de colonias tipicas,
pequeiias, redondeadas, de | mm de clevacién, oxidasa positiva, que se confirmaban
mediante morfologia micrascépica como hacitos gram negativos, curvos ea forma de "8,
compatibles con Campylobacter sp, realizindose bioquimicamente la determinacion de
especic (189).

6.6 Aniilisis de datos :

La informacién registrada a lo largoe del estudio se capuré en microcomputadoras

compatibles con [BM, empieando el programa Paradox 3 que permite crear, relacionar y analizar
bases de datos.
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6.6.1 Eficiencia del seguimiento de la cohorte :

El ticmpa de scguimicnto efectivo obtenido en cada nifio se registrd en dias. La eficiencia
del seguimiento se estimé considerando la praporcion del tiempo de seguimiento obtenido, det
total de tiempo de seguimiento esperado al final del estudio (tiempo obtenido/tiempo esperado),
se calculdé para toda la cohorte cn general y cn particular para los grupos de nifios con y sin
infeccion temprana por RVH, para determinar posibles diferencias entre ambos.

Las pérdidas en el ticmpo de scguimiento pudicron scr parciales 6 totales, entendiéndose
por pérdida parcial, cuando un nifio salié transitoriamente del csludio y se reintegré a su
seguimiento, y pérdida total, cuando un aifie salié definitivamente antes de completar su tiempo
esperado de seguimicnto.

De manera similar, la cficicncia de la coleecion de muestras fecales se determing
considerando el niimero de muestras colectadas, del total de muestras que se habian programado
colectar durante cada visita domiciliaria y cada episodio diarrcico.

6.6.2 Tasas de incidenci

a) Globales 6 totales

Las tasas globales de incidencia de diarrea. infeccion por RVH (sintomitica y
asintomdtica) y diarrca asociada a RVH, sc estimaron como el cocicnte del total de cada uno de
cstos cventos observados en todos los nifos incluidos en la cohorte, entre ¢l seguimicnto total
obtenido de todos cllos, cxpresado en términos de persona-tiempo, nifio-ano (No. total de
cventos/nifo-aio). El intervalo de confianza de 95% (1Cg.) de las tasas de incidencia, se calculd
conforme al método informado por Kahn (190).

La relacién Enfermedad/Infeccion se estimd como el cociente dv la tasa de incidencia de
las infecciones por RVH asociadas a diarrea, entre la incidencia total de infeccivnes por el virus,
la cual expresa la proporcién de infecciones sintomiticas por RVH.

b) Por grupos de edad y mnes del ano :

Las tasas dc incidencia de diasrea. infeccion por RVH (sintomitica v asintomatica) y
diarrea asociada a RVH por grupos de edad. estratificados por trimestres. se calcularon como ¢l
cociente del nimero de eventos observados en un estrato de edad., entre ¢l seguimicnto obtenido
en el estrato, expresado como nifio-mes y multiplicando este cociente por 100 (No. dc
eventos/100 nino-mes). Para cada uno de los cstratos 6 trimestres se obtuve la relacion
enfermedad/infeccion.,

Las tasas de incidencia de diarrea y diarrea asociada a RVH. para cada mes del aiio,
también sc estimaron como el cocicnte del nimero de eventos observados durante cada mes, cnire
el seguimiento obtenido durante ese mismo mes, expresado como nifio-mes y multiplicando ¢l
cociente por 100 (No. cventos/100 nifio-mes). Asi mismo, la incidencia mensual de ta infeceidn
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por RVH (sintomitica y asintomdlica) de acuerdo serotipo, a lo largo de todo el estudio. s¢
estimé como ¢l cociente del niimero de aislamientos de un serotipe dado (1-,2-,3-4- 6 no
determinado) en un mes, entre ¢l seguimiento obienido en ¢l mismo mes, multiplicado por 100
{No.scrotipo/100 nifio-mcs).

6.6.3 Gravedad de la diarrea asocinda a RVH ¢

En este andlisis. s¢ incluyeron los cpisodios diarreicos identificados de octubre de 1987
a marzo de 1989 (18 meses del estudio); la relacion entre la gravedad de la diarrea (episodios
con calificacién >6 puntos) y su asociacion ¢ no con RVH, se estimo caiculando ¢l riesgo
relativo y su 1Cgq,, con el método informado por Kahn (190).

6.6.4 Serotipos de RVH en infeccion temprana y subsecuente :

La posible asociacion entre un determinado scrotipo de RVH y la presencia de diarrea
durante una infeccion temprana 6 subsecuente, se cstimé mediante %° y el cdlculo de la razén de
momios con su G, de acuerdo al método de Cornfictd (190).

Para determinar si las infecciones subsecuentes por RVH son debidas a serotipos
diferentes de los aislados en una infeccion tempriana, s¢ obtuve la proporcidn de infecciones
subsecuentes debidas a serotipos diferentes v se caleuld su intervalo de confianza 95% (191).

6.6.5 Efecto protector de una infeccién temprana por RVH ¢
a) Definicién de los eventos resultado 6 de interés,

i) Infeccidn subsccuente por RVH ¢

Sc refiere a la presencia de wna 6 muis infecciones por RVH, adquiridas de mancra
sintomdtica ¢ asintomitica despucs de los primeros 180 dias de edad y hasta el final del
seguimicnto, periodo denominado como subsecuente.

A cada uno de los nifos pertenceientes a los grupos con 6 sin infeccion temprana se les
determiné su tasa de incidencia de infeecidn subsecuente por RVH (No, infecciones/nifio-
ano). Para ¢l andlisis, la tasa de incidencia se considerd como una variable dicotémica,
si era cero, se tomo como 0, v si la incidencia cra mayor de cero, cualquiera que fuera
su valor, como 1.

ii) Diarrea subsecuente poc RV,
Asi sc considerd a la presencia de una 6 mis infecciones por RVH asociadas a diarrea
durante el periodo subsccuente de seguimiento, De manera simifar, a cada uno de los
nifos incluidos en los grupos con 6 sin infeccién temprana se les determing su tasa de
. incidencia de diarrca subsecuente por RVH (No.infecciones sintomdticas/nifio-ao).
Esta tasa de incidencia también s¢ consideré como una variable dicotémica; si era cero,
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como 0, si era mayor de cero, como 1.

iii) Diarrea moderada/grave subsecucnte por RVH
Se consideraron las infecciones por RVH asociadas a diarrea, con una gravedad >6
puntos, detectadas durante ¢f periodo de seguimicnto subsccuente. Se determing la tasa
de incidencia, en cada uno de los nifios de ambos grupos comparativos (No.infecciones
sintomaticas >6 puntos/nifio-aiio), sc consideré de mancera dicotdmica, como 0, si cra igual
a ccro y como |, si era mayor de cero.

iv) Infecci6n temprana por RVH :
Para propésito de andlisis, la presencia de infeccidn temprana se consideré como | y su
ausencia como 0.

b) Distribucién de variables potenciulmente confusoras.

Para determinar si las variables consideradas como potenciales confusores se distribuian
de mancra semejante entre ¢l grupo de nifios con y sin infeccidn temprana, se compararon entre
ambos grupos medi prucbas estadisticas para identificar diferencias significativas. Para las
variables dicotémicas, ordinales y categéricas sc empled %°, con la correccién de Yates 6 la
pruchba cxacta de Fisher, segin la indicacion lo requiricra; para las variables continuas 6
dimensionales la prucba t de Student 6 U de Mann-Withney, dependiendo del cumplimiento de
los supuestos de normalidad de la variable.

Las variables distribuidas de manera diferente entre ambos grupos comparativos se
incluyeron cn el anilisis final, en un modelo de regresidn logistica miltiple para ajustar para cl
desequilibrio de las mismas.

©) Regresion logistica.

Para la realizacién de los modelos de regresion logistica cmpleamos un pagquete
estadistico, EGRET (Epidemiological GRaphics. Estimation, and Testing package: mddulo de
andlisis PECAN, versién (.22.10, 1987) que nos permitic estimar ¢l nivel de significancia de Ia
asociacién de variables (valor de p) y la razén de momios (R.M.). con su intervato de confianza
de 95% (1Co4).

i) Regresidn logistica univariada -

La asociacién de la infeccién temprana por RVH, 6 la de lus factores potencialmente
confusores con cada uno de los cventos de interds (infeccidn, diarrca y diarrca
moderada/grave asociada a RVH, subsecuentes) se investigég inicialmente mediante un
anilisis univariado de regresion logistica, en ¢l cual. se identifics a las variables asociadas
con un nivel de significancia de p <0.10, no importando si la razén de momios cra de
proteccidn ¢ de riesgo. Estas variables se incluyeron posteriormente en un modelo de
regresi6n logistica maltiple.



i) Regresién logistica maltiple :
Para cada uno de los cventos de interés se desarrolié un modelo de regresién logistica
miiltiple, en ci cual se incluycron a los grupos comparativos de nifios con y sin infeccién
temprana y para ajustar ¢l modclo, a las variables distribuidas de manera diferente entre
ambos grupos y a aquellas que habian mostrado asociacién en ¢l andlisis univariado;
posteriormente, mediante un andlisis escalonado solamente se mantenian cn ¢l modelo a
{as variables asociadas con una p <().05.
De esta manera, ¢l efecto de la infeccién temprana por RVIH sc ajusté para la accidn de
posibles factores confusores y para el desequilibrio de variables entre ambos grupos
comparativos, se determiné su nivel de asociacién con cada uno de los eventos de interés
y sc estimé su razon dc momios con su {Coq.
De¢ mancra semcjante, sc determind el cfecto de una infeccién temprana sintomdtica 6
asintomdtica y el de una infeccién temprana adquirida durante el primero 6 scgundo
trimestre de edad, sobre cada uno de los eventos de interés, con la intencién de conocer
si el efecto de una infeceion temprana se modificaba con alguna de estas condiciones.
Se desarrollaron modelos de regresion logistica multiple cn los cuales, sc incluyeron al
grupo de nifnos con alguno de estos tipos particulares de infeccién temprana y al grupo
sin infeccién temprana, sc ajusté para ¢l desequilibrio de variables y para los potenciales
confusores que mostraron asociacién en el anilisis univariado; se estimé cl nivel de la
asociacién, la razén de momios y su ICgeq.

d) Curvas de sobrevida.

Con el empleo del paquete estadistico STATA (Statistics, Graphics, Data management,
versién 2.05, 1989) se construyeron curvas de sobrevida con el método de Kaplan-Meicr. La
probabilidad acumulada de adquirir alguno dc los eventos de interés durante ¢l periodo de
seguimicnto subsecuente se determing en ambos grupos de estudio y la significancia de 1a
diferencia de sus curvas de sobrevida se evalud con la prucba de Logrank.

En caso de que alguno de los eventos de interés hubicse ocurrido en mias de una ocasién
durante el periodo subsccuente, fas curvas de sobrevida sicmpre se construyeron tomando en
cuenta solamente ¢l primero de estos eventos, va que el proposito de este andlisis fue ef de
observar si el tiempo de aparicidn del evento subsccuente cra diferente entre ambos grupos
comparados ain cuando la incidencia pudicse ser similar.

6.6.6 Adquisicion de una infeccion temprana por RVIH :

Con la intencién de determinar cuiles eran los factores que participaban ¢n la adquisicion
de una infeccién temprana por RVH, se realizé un analisis que consideraba a la presencia de una
infeccidn temprana como el evento de interés: esta variabie estaba constituida por los grupos de
nifios con y sin infeccion temprana por RVH.

Dec Ias variables medidas durante la fase basal, sc detectaron mediante regresion logistica
univariada a aqucllas asociadas con la presencia 6 no de una infeccién temprana a un nivel de
p <0.10, estas variables s¢ incluyeron en un modelo de regresidn logistica mdltiple y después
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mediantc un andlisis escalonado, solamente permanccicron en el modefo las variabies que sc
asociaron con una p <0.05. De esta manera, se identificaron los factores ya ajustados a posible
confusion, que favorecicron 6 cvitaron que un nifio presentasa una infeccién temprana por RVH,
determindndose el nivel de ta asociacion y la raz6n de momios con su 1Cygg.

De manera similar, se investigé cuales eran los faclores que evitaban 6 favorecian que un nifio
adquiriera una infeccion temprana por RVH asintomdtica 6 bicn asociada a diarsea, para tal
cfecto, se realizaron modelos de regresidn logistica multiple, en los cuales, cada evento de interés
estuvo constituido por el grupo de nifos con alguno de estos tipos particulares de infeccién
temprana, junto con cl grupo de nifos sin infeccién temprana.



VIL RESULTADOS :
7.1 Seleccién y reclutamiento de Ja muestra estudiada :

Durante cf censo de pohlacién v a lo largo de la fase de reclutamiento se detectaron 531
embarazadas, de las cuales, el 65% sc¢ consideraron como clegibles (346), a todas ellas se les
invité a participar, logrindose un Y07 de aceptacién. Del total de embarazadas aceptantes (312),
doscicntas madres v sus recién nacidos ingresaron de manera copsecutiva a este estudio y el resto
(112) ingresaron a otro que s realizaba de manera paralela: de tal forma sc incluycron a 38%
del total de embarazadas detectadas y a S8% de las consideradas como clegibles, obteniéndose
buena aceptacién para la participacion ¢n ¢l mismo (Figura 5a).

Seleccion de la muestra estudiada
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Figura 5a. Seleccién de la muestra estudiada.



El periodo de reclutamiento comprendié de octubre de 1987 a poviembre de 1988 (14
meses), s¢ inicid y termind durante la temporada anual de mayor incidencia de diarrca asociada
a RVH (octubre a diciembre) previamente detectada cn estas comunidades (25); lo cual favorecio
¢l reclutamicnto de nifos que nacicron 6 cursaron parte de sus primeros 180 dias de vida durante
una temporada de alta incidencia de infeccién por RVH, asi como ¢l reclutamicnto de nifios en
los cuales este mismo periodo de edad ocurrié fuera de dicha temporada.

En promedio se lograron incluir 14 nifos por mes, dentro de sus primeros 5 dias de cdad,
lo cual se encontraba dentro de fa factibilidad de reclutamiento previamente plancado. En la
Figura Sh se muestra ¢l nimero de nifos reclutados v perdidos cada mes, asi como ¢l nimero
acumulade de nifos incluidos al estudio durante la fase de reclutamiento.

Reclutamiento del estudio de campo de
rotavirus humano (RVII)
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Figura §b. Reclutamicnto de la muestra estudiada
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7.2 Eficiencin de! seguimicnto de la cohorte :

a) Tiempo de seguimiento.

i) De toda la cohorte @

El tiempo de seguimiento efectivo por nifo varié de 0.6 a 24 meses, con un promedio de
18.3 meses. Setenta nifios (35%¢) no completaron los 24 mesces plancados debido a que
salicron de! estudio antes de terminar su seguimicnto (pérdida total) y 49 nidos (24.5%)
tuvieron pérdidas transitorias a lo largo del mismo (pérdida parcial).

Dc esta manera, el seguimicnto total efectivo obtenido de a cohorte (109,922 nifo-dia)
expresado en términos de nifio-mes, descontando las pérdidas totales y parciales fue de
3,664 nifio-mes, si consideramos que ¢l seguimicnto esperado de los 200 nifos incluidos
cn la cohorte era de 4,800 nifio-mics, la proporcidn de seguimicnto obtenida correspondid
a 76.3% dcl total esperado. Las pérdidas totales sumaron 983 nifo-mes (20.5%) vy las
parciales 153 nifio-mes (3.2%).

Los motivos que ocasionaron a pérdida total de 70 nifios fucron : El cambio de domicilio
fuera del drea de estudio ¢n 57 ninos (81.55%), 1a decisidn de Jos padres de 8 ninos de no
conlinuar participando (11.4%¢), la imposibilidad de los padres de otros 4 de mantenerse
participando (5.7%) y la defuncién de un nifo (1.4%) por causas diferentes de diarrea
aguda. La causa principal de las pérdidas parciales de seguimiento fue la salida transitoria
del nifio del drea de estudio.

ii) De los grupos comparativos de la cohorte :

De acuerdo a lo sehalado en los criterios de eliminacion, no se incluyeron ¢n cl andlisis
comparativo de grupos a 26 niios (13%2) que tuvieron un scguimicnto =180 dias, ni
tampoco a 3 nifos (1.55%) que presentaron una pérdida parcial de seguimiento 220%
durante Ia fase basal, ni a otro (0.5%) con una pérdida transitoria 220 durante la fasc
subsccuente. Estos nifos fueron excluidos, debido a que no cra posibie determinar ¢n
ellos su incidencia de los eventos de interés, por no contar con seguimicnto subsecuente,
4 bicn, porque no era posible descartar que se hubiese omitido la deteccién de una
infeccién por RVH, ocurrida durante su salida transitoria del estudio. De los 30 nifios
excluidos, 5 nifios (2.5%) habian presentado una infeccidn temprana por RVH vy en los
otros 25 nifos (12.5¢2) no se habia detectado.

De los 170 nifios (85%) incluidos en ¢l analisis comparativo, 62 nifios correspondieron
al grupo con infeccidn temprana y 108 niftos al grupo sin infeccién temprana. Como s¢
observa en la Tabla |, ¢l seguimicnto obtenido en ambos grupos fue muy semejante,
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Tabla I GRUPOS COMPARATIVOS DE LA COHORTE

SEGUIMIENTO? INFECCION TEMPRANA
presente ausente
(n = 62) (n = 108)
Esperado 1,488. 2,592,
Obtenido 1,283, (86.2) 2,232.5 (86.1)
Pérdida total 1546 (10.4) 2904 (11.2)
Pérdida parcial 504 (3.4) 69.1 (2.7
Promedio 20.7 20.7

‘Como nifio-mes (% del seguimicnto csperado)

La proporcién de scguimiento obtenido del total esperado cn ambos grupos comparativos
es pricticamente la misma (86%), con porcentajes de pérdidas totales y parciales muy
similares, ¢ idénticos promedios de scguimiento.

b) Coleccién de muestras fecales.

De acuerdo al programa de coleccitn de mucstras fecales que deberia realizarse durante
cada visita domiciliaria a lo largo del seguimicnto efectivo de la cohorte de nifios, s¢ esperaba
la coleccién de 17,485 muestras fecales, de las cuales se colectaron 15.503 que corresponde a
88.7% del total esperado. Asf mismo, de los 962 cpisodios diarrcicos detectados durante todo el
estudio, se lograron colectar 820 muestras diarreicas. que corresponden a 85.272 del total
esperado.

Todas 1as muestras colectadas fueron probadis para la bisqueda de RVH por ELISA y
en todas las muestras diarreicas se investigd ademds la presencia de otros enteropatégenos.
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¢) Evaluacion de episodios diarreicos.

De los 962 episodios diarrcicos inicialmente identificados por las promotoras de campo
a lo argo del scguimicnto efectivo de la cohorte de nifos, 939 (97.6%) casos se¢ confirmaron
médicamente y pudicron ser evaluados clinicamente; ¢l resto, sc¢ confirmaron a partir de la
informacién contenida en el anexo 2. La primera evatuacion médica sc pudo realizar cn promedio
4.6 dias después del comienzo del episodio diarrcico, variando desde | hasta 18 dias; en el
retraso de la pronta evaluacién médica influyé la no deteccién temprana per sc del episodio
diarrcico.

7.3 Tasas de incidencia :

a) Globales 6 totales.

Sc identificaron 962 episodios diarreicos, con una variacién de 0 a {7 episodios por nifto;
considcrando el seguimicnto total obtenido expresado como nifio-afio (301.16 nifo-aiio), la tasa
de incidencia de diarrea fue de 3.2 cpisodios/nino-aiio (1Cg = 3.05-3.35).

En los 200 nifios estudiados se detectaron 177 infecciones por RVH (sintomiticas y
asintomdticas); 66 dc los nifios no se infectaron, 98 presentaron una infeccion, 29 se infectaron
en 2 ocasiones y ¢n 7 nifnos ocurricron 3 infecciones. La tasa de infeccion por RVH (sintomética
y asintomitica) fuc de 0.6 infecciones/nino-afio (1C = 0.56-0.64).

De las 177 infecciones identificadas, 89 fucron sintomdticas, con una tasa de 0.3 diarrcas
asociadas a RVH/nifo-afo (1C, = 0.25-0.34), lo cual corresponde al 9.4 del total de diarreas.
La relacion enfermedad/infeccion fue de 0.50 (I1C = 0.43-0.57); de los 89 cpisodios diarreicos
asociados a RVH, 34 sc calificaron con una gravedad >6 puntos (31 cpisodios moderados, 3
graves) lo cual corresponde al 38% del total de diarrcas asociadas a este virus (1Cq, = 285~
48%).

b) Por grupo de edad.

Las tasas de incidencia de diarrea, infeccién por RVH y diarrea asociada a RVH por
trimestres de edad, se anotan en ia Tabla 2,



Tabla 2 TASAS DE INCIDENCIA POR GRUPO DE EDAD*

EDAD SEGUIMIENTO DIARREA TOTAL  DARVH® INF.RVH® Relacion
trimestre nifo-mes (5)° No.  (tasa) No. (wasa) No. (tasa) Enflinf

(dias)

1° {090} 5719 (953) 151 (26.4) 12 @n 31 5.4 0.39
2° (91-180) 5376 (89.6) 141  (26.2) 28 (5.2) - 40 (7.4) 0.70
3° (181-270y 4939 (823) 161 (32r6) 2040 : 33 (6.7)’ 7 ) 0.60
4° (271-360) 4684 (78.1) 143 (30.5) 10 .0 24 (Sl) 041
5° (361-450) 4376 (729) 107  (24.4) 4 (0.9) 13 (3.0) 0.43
6° (451-540) 4108 (68.5) 102 (24.8) 7 (L7197 0.37
7° (541-630) 3925 (654) 85  (21.7) 6 (L.5) 1 (28 0.54
8° (631-720) 3513 (58.6) 72 (20.5) 2 (0.6) 6 .7 0.35
TOTAL 3664 (76.3) 962 (26.2) 89 (2.4) 177 (4.8) 0.5

*Tasas cxpresadas como No. episodios/100 nifo-mes

*Diarrca asociada a RVH

‘Infeceién por RVH (sintomitica y asintomaitica)

Porcentaje de scguimiento obtenido/total esperado para ¢l periodo
‘Relacién enfermedad/infeccion

Como se puede apreciar, Ta incidencia de Jiarrea total independicntemente de su etiologia,
alcanzé su maximo nivel durante ¢l 3 trimestre de vida, 32.6 cpisodios/100 nifo-mes, después
de lo cual mostrd un descenso paulatine hasta 20.5 episodios/ 100 nifio-mes. En cambio, 1a diarrea
asociada a RVH alcanz6é su mayor incidencia de manera mds temprana, 5.2 cpisodios/ 130 nifio-
mes, durante ¢l segundo trimestre de edad y posteriormente disminuyd mis rapidamenie hasta
0.6 cpisodios/100 nifio-mes. al final del 8° trimestre.
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Infeccién por RVH de acuerdo’a grupos de edad
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Figura 6. Infeccion por RVH de acuerdo a grupos de cdad

Lo anterior s¢ puede apreciar de mancra mids evidente en la Figura 6. 1a cual ademis,
mucstra la relacién enfermedad/infeccion de acucrdo a la edad expresada como un patrén de
"{eebergs” en donde las infecciones sintomdticas se grafican arriba de! ¢je X y las asintomdticas
en su parte inferior. Como se puede observar, en ¢l 1% trimestre la infeccion por RVH ocurrio
preferentemente de manera asintomatica. relacion enfermedad/infeccion 0.39, lo cual se invirtio
drasticamente en ¢l 27 trimestre a un predominie cvidente de infecciones sintomiticas, relacion
enfermedad/infeccion 0.70; posteriormiente. conforme aumenta b edad. b incidencia de infeccion
por RVH disminuye y se observa una nueva inversion en fa relacion entermedad/infeccion (0.35),
con un predominio de infecciones asintomiticas al final del 8% trimestre de edad.

La tasa de incidencia de infeccion nconatal fue de 4.5 infecciones/100 pifo-mus,
correspondiendo a diarrea neonatal una tasa de 1.5 cpisadios/ 100 nifio-mes, con una relacion
enfermedad/infeccion de 0.33.
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Figura 7. Incidencia de diarrca global y diarrea asociada a RVH

c) Por mes del afio,

La incidencia de diarrea total y de diarrea asociada a RVH a lo largo de todo ¢l estudio
(octubre de 1987 a junio de 1990), sc muestra en la Figura 7; como se puede apreciar, la mayor
incidencia de diarrea ocurrié durante los meses de primavera-verano (marzo-agosto) con una
variacion de 23.8 a 45.3 cpisodios/100 nifo-mes y con un incremento menos evidente durante

los meses de otofio {octubre-diciembre) de cada ano, 22.7 a 37.4 episodios/100 nifto-mes.

La diarrea asociada a RVH mostré un patrén estacional, ohscrvindose su mayor incidencia
durante los meses de otofio (octubre-diciembre) siendo mis cvidente en el mes de noviembre de
cada afo, 4.2 a 13.9 cpisodios/130 niio-mes; durante la primavera de 1988 (marzo a junio)
mes de mayo, 12.4
episodios/100 nifto-mes. Asi mismo, se dehe seialar que existicron meses (julio y agosto de cada

ocurrid un brote adicional que alcanzé su mayor incidencia durante cl

ailo) durante Jos cuales la diarrea asociada a ceste virus no se detectd.
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7.4 Gravedad de In diarrea asociada a RVH ¢

La diarrea asociada a RVH tuvo una mayor relacion con ia presencia de episodios graves,
quc la diamrea no asociada a este virus; el riesgo de presentar un cpisodio diarrcico con una
calificacién >6 puntos (moderada/grave) fue mayor cuando se asocio a RVH, que cuando no sc
asoci6 a este virus (RR = 2.33; 1Cqq = 1.65-3.30), Tabla 3.

Tabla 3 GRAVEDAD DE LOS EPISODIOS DIARREICOS

CALIFICACION

DIARREA Moderada!Grave Leve
(>6 puntos) (s6 puntos) TOTAL
No. (%) No. (%)
ASOCIADA A RVH 31 (4 39 (56) 70
NO ASOCIADA A RVH 93 (19) - 397 (81 490
TOTAL 124 (22 436 (78) 56}
Riesgo Relativo (RR) = 2.33 1Cyy = 1.65 2-3.30.
¥« =21.31
p = <0.00001

Como se pucde observar, a pesar de quc la mayoria de los episodios diarrcicos sc
cvaluaron con una calificacién <6 puntos (78%). la diarrca asociada @ RVH presentd una mayor
proparcion de episodios moderados/graves (446), comparada con la diarrea no asociadas a este
virus (19%) (¢ = 21.3, p <0.00001).

7.5 Serotipos de RVH identificados :
a) Frecuencia de serotipos de RVH,

En 62.7% dc las 177 infecciones deicctadas se pudo determinar cf serotipo de RVH
involucrado, en 13% de los casos las mucstras de heces positivas para RVH no fucron
scrotipiticables y en ¢l 19.2% no pudicron ser servtipificadas de acucrdo a los eriterios de la
prucba de ELISA empleada. En 9 de las infecciones (5.1%) no se investigd el serotipo
involucrado.

De esta manera, el serotipo identificado con mayor frecuencia fue ¢l 3 (28.85), scguido
por los serotipos 1 (14.7%) y 2 (14.1) que sc aislaron en proporciones similares y con una baja
participacion del serotipo 4 (5.1%). Tabla 4.
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Tabla 4 SEROTIPOS IDENTIFICADOS EN LAS INFECCIONES POR RVH

INFECCION

SEROTIPO TOTAL
Sintomditica Asintomiitica ) No. (%%)

1 15 o 11 ] 6 (147

2 14 1t 25 (141

3 : 29 - ) © 51 (288

4o i Ty 9 (50

CNT T k 12 23 (30

NV : 12 22+ 34 (192

NP* 3 6 ' 9 (s)
TOTAL 89 88 177 (1000

*NT No serotipificable
YNV No serotipificada
“NP No probada

Ninguno de los 4 scrotipos mostré asaciacion significativa con la presencia de infecci6n
sintomatica por RVH (¢* = 0.021; p >0.5).

b) Predominio secuencial de los serotipos de RVH.

La incidencia mensual de {a infeccién por RVH (sintomiitica y asintomitica) de acuerdo
a los serotipos identificados a lo largo de los 33 meses de estudio, mostré cambios secuenciales
¢n su predominio.

Durante ¢l primer brote de infeccion por RVH observado en octubre de 1987, inicamente
se detectd serotipo 15 en el siguicnte, ocurrido cn mayo de 1988 participaron los scrotipo 1 y 3.
En cl pico obscrvado en noviembre de 1988 cl predominio sc invinié a serotipos 3 y 1 y
finalmente durante el brote de noviembre de 1989 cl serotipo 2 fue ¢! Gnico detectado, Figura
8.
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ESTACIONALIDAD DE LA INFECCION POR RVH
Y SUS SEROTIPOS PREDOMINANTES

Episodios/ 100 niios~mes
30

K= [
J JTA M
‘a7 88 ‘a9 ‘00
Serotipos: 1 INH B3 4 [J No determinado

Figura 8. estacionalidad de la infeccién por RVH y sus serotipos predominantes

7.6 Infecciones mixtas con RVH :

En 23 (25.8%) de los 89 cpisodios diarreicos asociados a RVH sc detect otro
cnteropatogeno de manera simuhtdnea, en 20 de estas infecciones mixtas 6 polimicrobianas sc
encontr6é uno y en 3, dos microorganismos agregados. En 7 ocasiones Campylobacter sp sc aislé
junto con RVH, scguido por ECEP en 6 episodios diatrcicos. Fnramocha hystolitica en 4 y en
una sola ocasién: ECET productora de toxina termolibil. ECET tovina termoestable pusitiva y
Aeromonas sp; cn las 3 combinaciones can 2 microorganismos agregados a RVH sicmpre estuvo
presente E. hystolitica que se acompand de Campvilobacter jejuni. Salmonella enteritidis 6 ECEP
scrotipo OT11;KS8.

Las infecciones mixtas con RVH no favorecicron una mayor gravedad de los cpisodios
diarreicos; 35% de las diarreas asociadas a RVH y otro cnteropatdgeno tuvieron una calificacion
>6 puntos, micntras que 39% de las diarreas asociadas Gnicamente a RVH se calificaron con una
gravedad similar, (%° = 0.02; p = 0.89).
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Las infecciones mixtas 6 polimicrobianas asociadas a cste virus mostraron una tendencia
a ser mds frecuentes conforme se incrementaba la edad, 18%, 27%. 36% y 50%, durante ¢l 1°
al 4° semestre, respectivamente (° = 4.45; p = 0.03). Sin embargo, las infecciones mixtas no
fueron mds frecucntes durante una primera infeccidn (27%) 6 una reinfeccion (21%) por RVH
(Fisher; p = 0.77) ni tampoco sc asociaron a algin scrotipo de RVH en particular; 13%, 33%,
2855 y 40%, para los scrotipos | a 4, respectivamente (7 = 2.48; p = 0.48),

7.7 Infeccién temprana por RVH :

7.7.1 Caracteristicas de la infeccién temprana :

De los 170 nifos incluidos en la cohorte comparativa, 62 (36.5%) prescntaron una
infeccidn por RVH cn la fase temprana y 108 (63.5%) no se infectaron durante este periodo,

De los 62 nifios con infeccién temprana, en 28 ocurrié de manera asintomitica (45.2%)
y en 34 sc asoci6 a diarrca (54.8%2); de cstos nifos, 20 tuvieron diarrea leve (58.8%), 13 diarrea
moderada (38.365) y uno presentd un episodio grave (2.9%). En este periodo, 2 nifios con
gravedad >6 puntos requiricron hospitalizacién.

La infeccion temprana ocurri6 en 28 nifos (45.2%) durante ¢! primer trimestre y cn 34
(54.89%) durantc ¢l segundo trimestre; las infecciones adquiridas en éste tltimo trimestre s
asociaron a diarrea (70.6%) con mayor frecuencia que cuando ocurricron durante el primer
trimestre (35.7%), (#° = 6.2; p = 0.01).

Cuatro de los 62 nifios tuvieron 2 infecciones por RVH durante los primeros 180 dias de
cdad; para prop6sitos de andlisis, la primera se consideré como la infeccion temprana, la
sccuencia clinica y edad de presentacion (en dias) de estas infecciones fue: Diarrea leve (43)-
asintomadtica (162), diarrea leve (55)-diarrea moderada (109), diarrca moderada (72)-diarrea
moderada (157) y asintomitica (9)-diarrea leve (109). Los dos primeros nifios ya no se
reinfectaron con RVH, el tereero prescnid otra infeccién asintomitica (327) y el Gltimo tuvo un
episodio diarrcico leve (521).
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7.7.2 Adquisicién de una infeccién temprana :

Dec las variables medidas durante la fase basal, las que se asociaron univariadamente (p
<.10) con la presencia de una infeccion temprana por RVH (sintomitica 6 asintomética) se anotan
cn la Tabla S.

Tabla5 FACTORES ASOCIADOS CON INFECCION TEMPRANA POR RVH*

VARIABLE P RAM. 1Cys
Sexo (femenino) 0.05 0.536 0.285 - 10R
Nuomero de hijo 0.03 0.751 0578 - 0977
Duracién lactancia

{continua) <001 0.988 - 0997
Lactancia de corta duracién Lo

(ordinal) 0.007: 1.219- 368
Bajo peso al nacer 0.02 1.123 - 339
(ordinal)

*Por regresion logistica univariada

Algunas de estas variables se asociaron como posibles factores de proteccién 6 de riesgo
para la adquisicién de una infeccidn temprana; como variables protectoras sc detectaron, ¢l
pertenccer al sexo femenino, ¢l ocupar un lugar progresivo mayor en la lista de nacimientos de
la madre y la mayor duracion de la lactancia. Esta dltima variabie, analizada en sy cardcter
ordinal, mostré que la nula é corta duracién de la lactancia con leche materna es un factor de
tiesgo, asi como también lo es la tendencia a presentar un bajo peso al nacer.

Una vez que cstas variables se incluyeron en un modelo de regresién logistica miltiple,
se identificaron los factores que participan en la adquisicion de una infeccion temprana por RV
que son; La duracion de la alimentacién con leche materna y el bajo peso al nacer, Tabla 6.
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Tabla 6 F/\CTORES QUE PARTICIPAN EN LA ADQUISICION DE UNA.
: lNFECC]ON TEMPRANA POR RVH*

VARIABLE : » RM. e G

Duracién lactancia - L :
(continua) 0.001 0.992 0.987 - 0997

Bajo peso at. nacer 0.02 2.022 1.143 - 356
Significancia del modelo: p <0.001

Lactancia de corta duracion
(ordinal) 0.006 2.214 1.249 - 394

Bajo peso al nacer - 0.011t 2.07% L182. 368

Significancia del modelo : p <0.00(

*Modelos de regresién logistica méltiple

Como se puede apreciar en iz Tabla anterior, se desarrollaron dos modclos de regresitn
fogistica multiple, en ¢l primero se incluyé a la alimentacién con leche materna como una
variable continua (duracién de la factancia) y en el segundo como una variabie ordinal (lactancia
de corta duracién) .

En el primer modelo sc anota el efecto protector que ticne ta leche materna por cada dia
que cl nifio es alimentado al pecho (RM= 0.992; 1C,y = 0.987-997) y en ¢l segundo modelo se
anota ¢l ricsgo que tiene un nifo de adquirir una infeccion temprana cuando recibe leche materna
durante un ticinpo menor de 91-180 dias (RM = 2.21; 1C,q = 1.25-3.92); en ambos madclos, los
nifios con peso al nacer menor de 3.0 kg mosiraron un mayor ricsgo de adquirir una infeccién
temprana por RV (RM = 2.08: [Cye = 1.18-3.66).

De manera similar, se detectaron los factores que participan cn la adquisicién de una
infeccién terprana sintomatica 6 asintomdtica, Tablas 7 y 8.
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Tabla 7 FACTORES QUE PARTICIPAN EN LA  ADQUISICION DE UNA " -
INFECCION TEMPRANA SINTOMATICA POR-RVH* - i

VARIARLE I

Lactancia de corta duracién
(ordinat) 0.04

Bajo peso al nacer 0.003

Significancia del modelo ;- p <0.00.

*Por regresién logistica maltiple

Tabla 8 FACTORES QUE PARTICIPAN EN.LA ADQUISICION DE UNA"-
INFECCION TEMPRANA AS[NTOM/\TIC_/\ PQR RVH' :

VARIABLE P L RM. MG

Lactancia de corta duracién ) s
(ordinal) 0.02 22267 108 -

Sexo (femenino) 0.03 0364 o 0448 osm

Significancia dcl modelo : p <0.001

*Por regresién logistica miltiple

Como sc puede obscrvar, la corta duracién (<91-180 dias) de la alimentacién al pecho
materno es un factor de riesgo que participa de mancra semcjante, tanto para la adquisicidn de
una infeccién temprana asociada a dinrrea (RM = 2.05; G,y = 1.02-4.13), como para una
infeccion asintomatica (RM = 2.23; ICq = 1.11-4.47). .

Sc pudo determinar que ¢l bajo peso al nacer es un factor de riesgo que participa
fundamentalmente cn la adquisicion de una infeceion temprana asociada a diarrea (RM = 2.72;
ICose = 1.40-5.26} y que no influye en {a presentacion de una infeecion asintomitica; asi mismo,
se hizo evidente que el pertenecer al sexo femenino es un factor protector en contra de la
adquisicién de una infeccidn temprana asintomitica (RM = 0.36; 1C,; = 0.15-0.89).
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7.8 Efecto protector de 1a infeccion temprana por RVH ¢
7.8.1 Distribucién de variables potencinlmente confusoras ¢

La distribucidn de las variahles consideradas como factores patenciales de confusién cntre
fos nifos con ¥ sin infeccion temprana por RVH sc resume en fas Tablas 9 y 10; algunas de estas
variables no prdicron ser evaluadas en todos los niftos, sic embargo, las diferencias de evaluacion
entre los grupos comparados na fucson significativas para ninguna variable, En gencral, ambos
grupos de nifios mostraron caracteristicas muy semcjantes.

La proparcion de niftos de sexo masculino fue un poco mayor en ¢l grupo con infeccién
temprana (58%¢) que ea of grupo que no fa presentS (43%), sin embargo esta difercncia no fue
significativa. En ambos grupos, la mayoria de los niflos nacicron cn un hospital (944} y
permanccicron en un cuncro (81%) duranic poco tiempo (promedio 1.2, 1.4 dias).

Durante fo fase basal, Ja mayor parte de los nifns de la cohorte comparativa cran
eutrGficos (745%, 790¢) siendo pocos tos que presentaron desmutrician de 1Fa Hi grado (6%, 3%);
e este mismo periodo, ambos grupos de niflos se expusicron ¢n promedio durante casi un mes
(28.2, 2A.8 dias) a una temporada de mayor incidencia de infeccion por RVH.

En los nittos con & sin infeceidn temprana, e} biberdn se inicié cn promedio durante fa
primer semana de edad (6.3, 6.8 dias) y la ablactacion dusante ¢} primer trimestre {81.6, 84.3
dias). Asi mismo, ¢! ticmpo de seguimicnto cfectivo despuds de los 180 dias de edad para ambos
grupos fuc practicamente ¢f mismo y cquivalente a 80.3% det scguimicnto total esperado para
¢l periodo subsccuente.

A pesar de que en ambos grupos casi ta tercera parte de fas madres (315, 33%) tuvicran
alguna actividad laboral fucra de casa, fucron muy pacos los aifios que asisticron a una guarderia
(10%, 2%¢) no sivndo significativa la diferencia, Asi mismo, ¢! contacto con nifios <5 aitos de

Wy
cdad fuc similar et ambos grupos (<1 nine), y a su vez, fa proporcion de hermanos de esta edad
que estuvieron cxpuestos @ posibics fuentes de infeccion no fue diferente (317).

El nivel socio-econdmico de las famidias comparadas fue catificado entre bueno (47%) y
regwlar (487%, 41%:) con una pequeia proporcicn cansiderada como malo (5%, 129), sin
diferencias importantes entre los 2 grupos. Ef promedio de personas por cuante (3.9, 4.1), et de
personas on cf cuanto del bebé (3.1, 3.3} v of de persanas en fa cama del bebé (1.6, 1.7) fue muy
semejante.

E! promedio del "Indice de higicne” en las familias de ambos grupos (9.3, 4.6) fue simitar.
A mids, ta distribucién tasto de las variables ordinales: tipy de eliminacién de excretas,
refrigeracion de alimentos, limpicza de las ropas de la madre, como de fa variable dicotomica :
vivienda tipo "cuarto redondo”, que constituyen este indice, tampoco fue diferente entee Jos
grupos comparadas (informacidn no mostrada).

La educacion 6 escoluridad promedio, taato del jefe de familia (7.8, 7.3 ados) como de
ta madre (6.9, 6.3 afas) fue superior al nivel de primaria campleta, y no mostré difercncias
significativas entre los grupos de ninos con 6 sia infeccién temprana por RVH, respectivamente.
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Tabla 9 DISTRIBUCXON DE LOS FACTORES POTENCIALMENTE CONFUSORES!
ENTRE GRUPOS COMPARATIVOS DE NINOS

Con infeecion Sin infeccidn Prueha
VARIABLE temprana temprana estadistica F
n=62(%) n= HB(%) o

Sexut B
masculino 36 (58} a6 {43} ¥=3.18 007
femening 26 (42) 62 (57 L

n=62 n = 108
Nacimiento en: -
domicilio 4(6) a¢6) o Fisher .
haspita} 58 (94) 102 (94) :

n =62 n = 108
Estancia co; . :
cunero 47 (81) 83 {(R1) 71 0.82
madre a9 19 (19 -

n=358 n =102 3
Pesa af nacer: TSR
23kg 29 (53) 71y - 606 0 L
22.5-<kg 21 (38) 24 (29 L ;
<2.5kg 5¢9) FRE

n =35 n= 10
Desnutricion basal:
cutréfico 38 (M) 78 (79) ¥}=0.80 T 0.67
grado [ 10 (20) 18 (18) e e .
grado N-1t1 3(6) 3(3)

n =5t a=99
Asistencio o guarderia: .
st 5 (10) 2(2) Fisher a.10
no 47 (90) 88 (98) .

=82 0 =90
Nivel socio-ccondmico: . .
bueno 29 (47) LN C DR »3=270 0.26
regufas 30 (48) 43 4 E
malo 3¢9 IOk

0= 62 - n = 1087
Hermanos ; - ;
SAPUESIOS: - B AT 3
si i6 (31 2831y T yi=0.02 0.88
no 3 (69) RGO e [

p=52 n'=9
Madre trabaja: s : .
si 16 (31) 30433 Z=0.02 090

no 36 {69) &0 (67 7
n=52 -on=00

Freperaen < Tinal
calegdrica

'DArCftﬂl‘l.l significativa {(p<0.05)
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Tabla 10 DISTRIBUCION DE 1.OS FACTORES POTENCIALMENTE CONFUSORES*
ENTRE GRUPOS COMPARATIVOS DE NINOS

031

Con infeccidn Sin infeccion Prucha

VARIABLE temprana femprana estadistica P

n =62 (X = de) n =108 (X=de)
Nimero de hijo: 62 (20=12) 108 (2.5 = 1.4 2=223 .om*
Estancia® w | .
hospital; 58 (12 =0.5) 102, (14=16) - Z=0.17 0.86."
Duracion® > R
lactancia: 62 om*
Inicio® .
biberdn: 61 0.95
Inicio® o
sélidos: 62 . 0.62
Temporada
de RVH*: 62 0.75
Scguidos® T
>180 dias: 62 098 -
Familia: :
tamafia 62 om*
personas 62 CEUELy 045
pleuarto Coeniia
plevarto 62 @313y " 043
bebé 2t
Nifios <5 o
afios: 62 (0,7.£0.7):.7 Z=0.66 051
Educacién . :
jefe®: 62 (78 =3.0) 0 1=-1.06 0.29
Educacidn i
madre®: 62 69 =35 .0
tadice de T
higiene: 54 (93=22) t=0.85 0.40
*Variables *Dife (p<0.05).

*Expresado en dfas
“Afios escolaridad
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Fueron 4 las diferencias identificadas entre ambos grupos comparativos. Los nifos que
adquiricron una infeccion temprana, tuvicron un menor peso al nacer comparados con los nifios
que no la presentaron: a proporcién de ninos con peso =3 kg fue menor en el grupo con
infeccion temprana (53%2) que en aquel que no la presentd (72%) y on contraste, la proporcién
de nifios con peso al nacimicnto 22.5 <3 kg (38%) y <2.5 kg (9%) fue mayor ¢n los nifios con
infeccién temprana, que sin clla (24 v 4% respectivamentc),

Los ninos sin infcceidn temprana ocuparon en promedio una posicion mas tardia en la lista
de nacimicntos consecutivos de sus madres (2.5) que aquellos nifos infectados tempranamente
(2.0}, lo cual fue significativamente diferente. Asi mismo, los nifios infectados cn forma temprana
se alimentaron con leche materna, en promedio, durante un menor periodo de ticmpo (89.3 dias)
que aquellos nifios no infectados en el periodo basal (128.4 dias).

Por ultima, cl tamafo de las familias de nifios con (5.1 = 2.4 personas) 6 sin infeccién
temprana (5.4 = 1.7) fuc difereate. Estas variables distribuidas de mancra estadisticamente
diferente entre ambaos grupos comparativos de ninos se incluyeron en los modelos de regresion
logistica miltiple desarrollados para cada uno de los eventos de interds.

7.8.2 Caracteristicas de Ja infeccién subsecuente por RV @

Dc los 62 nifios incluidos en ¢l grupo con infeccion temprana se identificaron 28
infecciones subsecuentes por RVH (sintomiticas y asintomiticas); 38 de los nifios (61.3%) ya no
se infectaron, 20 (32.3%) presentaron una infeccion y 4 (6.4%) sc infectaron en otras 2 ocasioncs.
De las 28 infecciones subsccuentes. 16 (57.1%%) fueron asintomdticas y 12 (42.9%) asociudas a
diarrea, 2 de ellas (16.79¢) tuvicron una calificacién >6 puntos (moderada-grave); durante este
periodo, ninguno de estos nifios ameritd hospitalizacion,

A su vez, de los 108 nifios pertenecientes al grupo sin infeccidn temprana se identificaron
77 infecciones en el perindo subsecuente (sintomaticas y asintomdticas); 42 de los ninos (38.9%)
no sc infectaron, 56 (51.9%) presentaron una infeccidn, en 9 (8.3%) ocurrieron 2 y un nifio
(0.9%) sc infecté cn 3 ocasiones. De estas 77 infecciones por RVH, 40 (51.9%) fucron
asintomdticas y 37 (48.1%) sc asociaron a diarrea, 15 de las cuales (40.5%) tuvicron una
calificacién >6 puntos; uno de estos nifios fue hospitalizado.

7.8.3 Modelos de regresian logistica para los eventos de interé:
a) Infeccion subsecuente por RVH,

Los factores potenciales de confusion que se asociaron de mancra univariada (p<0.10) con
Ia presencia de una infeccidn por RVH (sintomitica ¢ asintomdtica) en I fase suhsecucnte,
fucron Ia existencia de desnutricidn durante la fase basal y un mayor tiempo de seguinticnto,
expresado cn dias, durante el periodo subsecuente; ambas variables se identiticaron como posibles
factores de riesgo. La adquisicion de una infeccién temprana por RVH (ya sca en forma
asintomitica 6 asociada a diarrea) sc mostrd como un posible factor de proteccién, Tabla 11,
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Tabla 1| FACTORES ASOCIADOS CON INFECCION SUBSECUENTE-POR RVH!

VARIABLE al'Cm,

0955 35

Desnutricién basal
Scguimicato subsccuente ‘ 1.002- 1007
INFECCION TEMPRANA 0212- 03

*Por regresion logistica univariada

Estas variables se incluyeron en un modclo de regresion logistica miltiple, junto con las
variables desbalanceadas entre ambos grupos comparativos de nifios, para ajustarlo. De tal forma,
el modelo multivariada que explica la adquisicidn de una infeccién por RVH durante ¢l periodo
subsecucnte sc muestra cn la Tabla 12.

Tabla 12 FACTORES QUE PARTICIPAN EN LA ADQUISICION DE UNA
INFECCION SUBSECUENTE POR RVH*

VARIABLE p RAM. ICs
Niimero ;Jc hijo 0.99 0.999 0745 - 13®
Duracion lactancia 0.49 0.998 0993 - 108
Peso al nacer 0.23 1.459 0782 . 271
Familia 0.30 0.908 0.757 - 100
(tamaio)

Scguimicnto subsecuente <.001 1.005 - 1003 - 0B
INFECCION TEMPRANA ' " 0002 7 70.296" 0.13;1 - Uﬁ]‘

Significancia del modelo : p <0.001

*Por regresion logistica maultiple
*Variables con p<0.05



Se hace evidente que el presentar una infeccién por RVH durante la fase temprana protege
en contra de 1a adquisicidn de infecciones subsecuentes por este virus, ya Sean asintomiticas 6
asociadas a diarrca, al menos durante tos 2 primeros afios de cdad.

Como se puede apreciar, el efecto de la infeccidn temprana por RVH identificado en el
andlisis univariado (RM = 0.40; 1Cy4 = 0.21-0.76) estaba confundido, ya que al ajustar para otros
factores asociados y para ¢l descquilibrio de variables entre grupos, el efecto protector se hizo
mis cvidente (RM = 0.30 [Cyq = 0.13-0.65). Este mismo ajuste confirmé que conforme sc
incrementan los dias de scguimicnto cn el periodo subsccucnte existc un mayor ricsgo o
posibilidad de detectar una infeccién por RVH (RM = 1.005; 1C = 1.003-1.008 por dia), asi
mismo, no se pudo confirmar que ¢t bajo peso para la edad detectado durante la fase basal fuese
un factor de riesgo para la adquisicién de una infeccion por RVH a edad subsccuente.

b) Diarrea subsecuente por RVH.

Las variables potencialmente confusoras que cn el andlisis univariado sc asociaron
{p<0.10) como posibles factores de riesgo para la adquisicién de una infeccion sintomdtica por
RVH cn el periodo subsecuente, fueron cl bajo peso al nacer y un mayor nimero de dias de
seguimicnto durante la fasc subsecucnte, y como posibles variables protectoras, ¢l ocupar un
lugar progtesivo mayor cn 1a lista de hijos nacidos vivos de la madre y el introducir ¢l uso de
biber6n a edad tardia (expresada en dias): nuevamente, la adquisicidn de una infeccién por RVH
a cdad temprana se mostré como un posible factor de proteccion, Tabla 13.

Tabla 13 FACTORES ASOCIADGOS CON DIARREA SUBSECUENTE POR RVH!

VARIABLE p R.AL. ICosn

Peso al nacer 0.07 1.674 0954 - 29%
Seguimiento subsecuente 0.03 L0o03 1000 - 100G
Nimero de hijo 0.08 0.775 Q0.581 - {00
Edad inicio biberén .04 0.909 ©0.831- osn

INFECCION TEMPRANA 0.05 0.469 0.218 - 1HR2

*Por regresion logistica univariada

Al incluir estos posibles factores de confusion cn un modeio de regresién logistica
maltiple, junto con las variables distribuidas de mancra diferente entre tos grupos de nifios
comparados, con y sin infcccién temprana, se obtuvicron tas variables que pueden explicar la
presencia de un cpisodio diarrcico asociado a RVH en el periodo subsecuente, Tabla 14,
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Tabla 14 FACTORES QUE PARTICIPAN EN LA ADQUISICION DE UNA
DIARREA SUBSECUENTE POR RVH®

VARIABLE . » RM. ICosn

Namero de hijo : 0.05 0.699 0487 - 1005
Duracién lactancia 0.59 0.998 0.993 - uin
Pesa al nacer oat 1679 ‘0,889 - 34D
Famifia 051 012 0829 ° 12
(tamafio) : o ) : .
Seguimiento subsecucnte 0.03 7 e 7, 41,0037 N 1,001 lﬂV'
Edad inicio biberén 004 oeer 0326'- ooz
INFECCION TEMPRANA 0.0t ‘0.325 0.132 - .0

Significancia def modele : p <0.004

*Por regresién logistica maltiple
*Variables con p<0.05

Se confirma, que la adquisicidn temprana de una infeccidn por RVH es un factor de
proteccion en contra de la ocurrencia de diarrea asociada a este virus a edades posteriores, al
menas durante los 2 primeros afios de edad. Su efecto pratector estaba confundido, ya que cl
andlisis univariado mostré una significancia limitrofe (RM = 047, 1Coeq = 0.22-1.01) y una vez
que sc ajustd cn el modelo de regresion logistica mahiple se pudo establecer su asociacién
significativa (RM = 0.32; [Cyyq = 0.13-0.80).

Del mismo modo, otra vez s hizo evidente que la mayor duracion del seguimiento durante
la fase subsecuente es un factor que favosece a idemtificacion de les cpisodios diarreicos
asaciados a RVH ¢n este periodo (RM = 1.003; 1C = L.O0L-1.007 por dia de seguimiento). Asi
mismo, se pudo determinar que conforme se introduce el biberdn a una mayor edad, existe un
menor riesgo de que un nifio adguicra una infeceion simomdtica por RVH ¢n la fase subsecuente
(RM = 0.91; 1Cyq = U.83-0.99 por dia de cdad).

El efecto de estas 2 variables no estaba confundido ya que su asociacidén fuc muy
semejante tanto en cl andlisis de regresidn logistica univariado, como en el miltipte; por el
contrario, el bajo peso al sacer y el ocupar un lugar progresivo mayor ¢n la lista de nacimicntos
de la madre fucron factores de confusidn para los cuales se ajusté en ¢l modelo de regresion
miltipie.
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c) Diarrea moderada/grave subsccuente por RVH.

En cl anélisis dc regresién logistica univariada, el que la madre tuviese alguna actividad
laboral fuera de su domicilio, s¢ identificé como un posible factor de riesgo para la adquisicion
de un episodio diarreico asociado a RVH con gravedad >6 puntos (moderado-grave) en fa fase
subsecuenle y como posibles variables protectoras ¢l tener un lugar progresivo mayor ¢n los
nacimicntos de la madre v el estar expuesto durante mayor ticmpo (expresado en dias) a una
temporada de alta incidencia de infeccién por RVH en fa fase basal. La presencia de una
infeccién por RVH a cdad temprana también se mostr6 en esta condicion, con un posible efucto
protector, Tabla 15.

Tabia 15 FACTORES ASOCIADOS CON DIARREA MODERADA/GRAVE
SUBSECUENTE POR RVH*

VARIABLE p RM. ICyss

Madre que trabaja 0.07 2.677 0.906 - 79097
Nimero de hijo 0.07 0.608 0357 - MBS
Temporalidad de RVH 0.01 0.935 0.886 - 0987
INFECCION TEMPRANA 0.05 0.224 0.049 - 10D

*Por regresion logistica univariada
8 gl

El modclo de regresion logistica miltiple que muestra a los factores, ya ajustados, que
intervicnen en la adquisicién de un episodio diarrcico asociado a RVH con gravedad >6 puntos
durante ¢! periodo subsecuente se anota en la Tabla 16.

Sc pucde apreciar, que el presentar una infeccion por RVH a edad temprana no solamente
protege en contra de infecciones posteriores por RVH 6 de su diarren asociada, si no que también
tiene un efecto protector en contra de fa gravedad de los episodios diarreicos cn nifos menores
de 2 aios de edad.

Nuevamente se hace evidente que ¢l cfecto de la infeccién temprana por RVH estaba
confundido, ya que el andlisis univariado mostrd uaa proteccion limitrofe (RM = 0.22: 1C,, =
0.05-1.02) que sc hizo significativa en ¢l modcelo de regresin logistica multiple (RM = 0.16;
1Cys4 = 0.03-0.89). Del mismo modo, se pudo determinar que el estar expuesto durante mayor
tiempo en la fase temprana a una temporada de alta incideneia de infeccin por RVH s un factor
que disminuye ¢l ricsgo de adquirir episodios diarreicos graves {>6 puntos) a cdad posterior (RM
= 0.92: IC;q = 0.86-0.98 por dia de exposicién), ¢l cfecto de csta variable no se encontraba
confundido.



Tabla 16 FACTOVRES"QUE'PARTICIPAN EN LA ADQUISICION DE UNA DIARREA -
MODERADA/GRAVE SUBSECUENTE POR RVH* :

VARIABLE . 4 RM. ICosa,

Nimero de hijo 0.05 0.497 0.244 - 1011
Duracién lactancia 0.98 1.000 0992 - 0¥
Peso al nacer 0.64 1.262 0.480 - 3315
Familia 052 0.894 0.634 - 129
(tamaio)

Temporalidad de RVH 0.008 0919 0.863 - 098"
INFECCION TEMPRANA 0.04 0.159 0.029 - 08"

Significancia del modelo : p <0.001

*Por regresion logistica maltiple
*Variables con p<0.05

Se debe senalar, que ni la actividad laboral de la madre fuera de su domicilio, ni ef ocupar
un lugar progresivo mayor cn su secuencia de nacimicentos fucron factores que participaron de
manera significativa en la adquisicion de un cpisodio diarrcico grave por RVH (>6 puntos)
durante la fase subsecuente.

7.8.4 Efecto de diferentes tipos de infeccidn temprana por RVH ¢

Con la intencién de determinar si el efecto protector identificado para una infeccién
temprana en contra de la infeccién subsecuente por RVH, su diarrea asociada y la gravedad de
la misma, se modificaba 6 era mis evidente cuando la infeccidn temprana se adquiria de mancra
asintomitica 6 asociada a diarrea, 6 bien cuando ocurria durante ¢l primero 6 segundo trimestre
de vida, se desarrollaron modelos de regresién logistica maltiple de mancra similar a los
prcvi;\mcnlc anotados.,
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La Tabla 17 muestra Ja razén de momios y ¢l 1G4 de! cfecto que tiene cada uno de estos
tipos de infeccién temprana (una vez ajustado en un modelo de regresion Jogistica miltipie) en
contra de cada uno de los eventos subsccuentes de interés. Como se pucde observar, el efecto
protector conferida por una infeccién temprana es debido fundamentalmente a la adquisicion de
una infcccién sintomética, mis que a una asintomdtica, ya que la infeccion temprana asociada
a diarrca mostr6 proteccién cvidente en contra de las infecciones subsccucntes por RVH (RM =
0.17; 1Cyqq = 0.06-0.47) y de su diarrea asociada (RM = 0.19; 1C = 0.06-0.63), micntras que
la infeccidn asintomdtica no mostrd efecto protector aparente en contra de ninguno de estos
cventos de interés.

Tabla 17 EFECTO PROTECTOR DE LA INFECCION TEMPRANA POR RVH*
EN CONTRA DE INFECCIONES SUBSECUENTES

EVENTOS SUBSECUENTES

INFECCION

TEMPRANA INFECCION® DIARREA DIARREA MIG*
RAM.  ICop RM.  [Copm RM.  ICye

Todas® 0.30 0.13-0.65* 032 0.13-0.80* 0.16 0.03-0.89*

Con Sintomas 0.17 0.06-0.47* 0.19  0.06-0.63* 0.13 0.01-L.2%

Sin Sintomas 043 0.16-1.16 0.58 0.17-1.96 021 0.02-1.97

Primer

Trimestre 031 0.12.0.79* 0.43 0.16-1.18 .. 040 " 0.08-1.95

Segundo? .

Trimestre 027 0.11.0.71* 0.24  0.08-0.74* : 0.24 0.04-1.42

*Por regresion logistica maltiple

*Infecciones asintomadticas y asociadas a diarrea
“Diarrca moderada-grave

“Edad de adquisicion de la infeccibn temprana
*p< 0.05

Asl mismo, ¢l cfecto protector de una infeceidn temprana por RVH en contra de la
infeccidn subsccuente por este virus (RM = 0.27; 1Cyq = 0.11-0.71) y de su diarrea asocinda
(RM = 0.24; 1C45= 0.08-0.74) fue mis cvidente cuando esta primera infeeeion ocurrié durante
¢l segundo trimestre de edad (91-180 dias). mis que durante cl primer trimestre. ya que Ia
infeccidn adquirida durante los primeros 90 dias de cdad solamente mostrd proteccion en contra
de la infeccién subsecuente (RM = 0.31; iCyq = 0.12-0.79) y no cn contra de su diarcca
asociada.
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Ninguna de estas variantes de infeccion temprana mostrd una proteccién significativa en
contra de la gravedad de la diarrea subsccuente por RVH, lo cual si se aprecié cuando se evalué
en conjunto ¢l efecto de una infeccidn temprana por RVH.

7.8.5 Curvas de subrevida pava los eventos de interés :

La probabilidad acumulada de presentar una infeccion por RVH (sintomitica 6
asintomitica) durantc ¢l periodo de seguimicnto subsccuente, estimada mediante curvas de
sobrevida construidas con ¢l método de Kaplan-Meicr fue dc 42% a los 12 meses, 60% a los 18
meses y 68% a los 24 meses de edad, para ¢l grupo de nifios sin infeccién temprana y para los
nifios infectados tempranamente fue de 1846, 32% y 48% a los 12, 18 y 24 meses de cdad,
respectivamente. La diferencia entre ambas curvas de sobrevida es muy significativa (Logrank:
#* = 10.18; p = 0.001), Figura 9.
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Figura 9. Infecei6n subsecuente por RVH.
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Asi mismo, la probabilidad acumulada de presentar un episodio diarreico asociado a RVH
en la fase subsccuente, estimada por curvas de sobrevida para ¢l grupo de nifios sin infeccién
temprana por RVH, fuc de 35% a los 12 mescs, 45% a los 18 meses v 529 a los 24 meses de
edad, en contraste, para los nifos con infeccion temprana fue de 9%. (8% y 27% para los
mismos periodos de edad, respectivamente. Ambas curvas de sobrevida son significativamente
diferentes (Logrank: x* = 7.62; p = 0.006). Figura 10.
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Figura 10, Diarrea subsccuente asociada a RVH.
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De manera semejante, la probabilidad de padecer un cuadro diarrcico asociado a RVH con
gravedad >6 puntos (moderado-grave) después de [a fase basal entre aquellos nifos que ya habian
padecido una infeccion temprana por ¢l virus fue de 3% a los 12 meses y 8% a los 18 y 24
meses de edad, mientras que para aqueilos nifios que no habian presentado una infeccién
temprana, ¢sta misma probabilidad fue de 19 a los 12 meses y 265 a los 18 y 24 meses de
edad. En cste caso, la diferencia entre ambas curvas de sobrevida también es significativa
(Logrank: % = 6.17; p = 0.01), Figura 1.
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Figura 11. Diarrea moderada/grave subsecuente asociada a RVH.
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7.9 Seratipos de RVH en la infeccién temprana y subsecuente :

En 43 (69.3%) de las 62 infecciones tempranas por RVH, s¢ pudo determinar el serotipo
participante; 9.7% de ias cepas aisladas no fucron serotipificables, 19.4% no pudicron ser
serotipificadas y en una de eflas (1.69%) no se realiz6 la bisqueda del serotipo involucrado. Las
infecciones iempranas identificadas en este cstudio fusron causadas primordialmente por los
serotipos 3 (33.9%) y 1 (30.6%), con escasa participacidn del serotipo 4 (4.8%) y ninguna del
serotipa 2, Tabla §8.

Tabla 18 SEROTIPOS DE LA INFECCION TEMPRANA POR RVH

INFECCION

SEROTIPO TOTAL
Sintomdti Asintomdtica No. (%)

1 T 8 19 (30.6)

2 0 0 0 (00

3 i3 § - a7 @39

4 . 3 . o . -3 (4.8)
NT* 3 3 6 (97
NV s g B T (19.4)
NP 0 Loy (1.6)

TOTAL 34 28 62 (100.0)

*NT No scrotipificable
"NV No scrotipificada
“NP No probada

No se encontrd asociacién entre alguno de los serotipos de RVH infectantes y la presencia de una
infeceion temprana sintomética 6 asintomdtica (* = 1.98: p = 0.37).
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De las 105 infecciones por RVH detectadas durante Ia fase subsccuente en ambos grupos de
nifios comparados, s¢ pudo determinar el serotipo en 70 (66.7%) de cllas, esto se debid a que
11.4% dc las cepas de RVH no fueron serotipificables, 15.2% no pudicron ser serotipificadas y
6.7% no se probaron. Nucvamente ¢l scrotipo 3 fuc ¢l més frecuente (31.4%) durante esta fase;
sin embargo, en contrasie con la fase temprana, el serotipo 2 fue el segundo en frecuencia
(24.8%) y en cambio el serotipo | fue mds bien escaso (5.7%) junto con el scrotipo 4 que
mantuvo una baja proporcin de aislamicntos (4.8%%), Tabla 19,

Tabla 19 SEROTIPOS DE LA INFECCION SUBSECUENTE POR RVH

INFECCION

SEROTIPO TOTAL
Si itica Asi ftica No. (%)
1 3 , 3 6 . (5D
2 15 1 26 (24.8)
3 17 a6 o3 (31.4)
4 2 S Rt 5T (4
NT* s e 2 (11.4)
Nv* 6 RS T R (15.2)
NP 2 5 g (67)
TOTAL a8 57 105 (100.0)

*NT No serotipificable
®NV No scrotipificada
°NP No probada

Tampoco durante ¢l periodo de seguimiento subsecucnte s¢ cncontrd asociacién entre
algiin scrotipo de RVH infectante y la presencia de infecci6n asintomitica 6 asociada a diarrca
(* = 0.62; p = 0.89).

En la Tabla 20 se muestra la sccuencia de serotipos de RVH aislados durante la infeccién
temprana y subsecuente de un mismo nifio: coma se pucde apreciar, solamente en 18 (64.3%)
de las 28 infecciones subsecuentes se pudo definir ¢l serotipo participante (1-,2-,3-,4- 6 NT) tanta
en la infecci6n temprana como en la subsecuente. De esta manera, sc puede apreciar que la
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mayoria de estas infccciones subsecuentes, 16 de 18 (8960 1Cyq = 75%-100%), son ocasionadas
por un serotipo difcrente del aislado durante ia infeccidn temprana: la mitad de las 18 infecciones
subsecuentes se precedicron de una infeccidn temprana asintomdtica 6 asociada a diarrea.

Solamente ¢n dos niiies la infeccion temprana y subsccuente se debicron al mismo
serotipo de RVH. En uno de cllos ocurrié una infeccion temprana asintomitica por scrotipo 3 a
los 82 dias de edad y a los 235 presentd diarrea leve asociada otra vez a serolipo 3: ¢l oteo nifiv
presenté diarrea moderada asociada a scrotipo | en la fase temprana (9 dias), despuds tuvo una
primera reinfeccién asintomdtica por serotipo 3 a los 237 dias y nuevamenie a los 334 dias de
cdad presentd una scgunda reinfeccion por serotipo 1 asociada a diarrea leve.

Tabla 20 SEROTIPOS DE RVH EN INFECCION TEMPRANA Y SUBSECUENTE

Infeccign subsecuente

Infeccion 1 2 3 4 NT NV NP

temprana

2

NV 1 1 1

NP

NT = No serotipificabic Serotipo difcrente = 89% “1Cyq: = 75% - Hi()% :
NV = No scrotipificado i S '
NP = No probado .




VIIL, DISCUSION :

RVH cs la causa mds importante de diarrea aguda que induce con mayor frecuencia
deshidratacién grave cn nifios menores de 2 afios de edad en todo ¢l mundo (6-29). La
prevencion de csta enfermedad grave y potencialmente mortal es una prioridad dentro del
Programa de Control de Enfermedades Diarreicas auspiciado por la OMS, cuyos objetivos
principales son reducir Ia morbi-mortalidad debida a diarrea (2).

Es de gran interés conocer cuil es el efecto protector de la inmunidad adquirida en forma
natural después de una infeccion por RVH en contra de infecciones repetidas y/6 de la frecuencia
y gravedad de su diarrea asociada, ya que esta informacién podria contribuir en ¢l desarrollo de
una vacuna y cn la implementacion de estrategias adecuadas de vacunacién una vez que s¢ cuente
con una vacuna eficaz, lo cual ¢s de importancia primordial, debido a que se ha considerado que
la vacunacidn a gran escala podria ser la medida de control mas adecuada en contra de fa diarrea
asociada a este virus (30),

Existen pocos estudios de cohortes incipicntes que han intentado responder este importante
cucstionamicnto; sin embargo, sus resultados no han sido consistentes ni concluyentes y debido
a quc presentan problemas metodoldgicos existe ta posibilidad de que se haya introducido sesgo
en la obtencion de los mismos (172-175). Por tal motive, hasta shora no se cuenta con una
respuesta adecuada.

El presente estudio se desarrollé en dos comunidades periurbanas situadas al suroeste de
ta Ciudad de México. las cuales muestran un predominio de poblacién joven, correspondiendo
mis de la cuarta parte a ninos menores de 3 afos de edad. Debido a que durante la scleccion de
la muestra estudiada se logrd incluir a méds de la tercera parte de las madres embarazadas
detectadas (385F) y dado que nucstros criterios de inclusion fueron poco estrictos, consideramos
que la mucestra reclutada de binomios madre-hijo es representativa de fa poblacidn estudiada,

El scguimiento de fa coharte de 200 nifos reclutados a lo largo de 14 meses se considera
adecuado. ya que a pesar de que 3537 de cllos no completaron sus 2 anos de seguimiento y que
24% presentaron pérdidas transitorias durante ¢l mismo, el scguimiento total obtenido, expresado
en términos de persena-tiempo fue cercano a 807 (76.3%) que se consitera convenicate para cste
tipo de estudios (192).

Asi mismo, para cfecto de Jos objetives propuestos. en cl estudio comparativo de ninos
con y sin infeccidn temprana por RVH se incluyeron a 170 (857¢) ninos, de los cuales se logro
un seguimiento superior a 80% (860¢) que fue igual para los 2 grupos comparados; de los 30
nifios excluidos 5 tuvieron infeccidn temprana. por lo cual. las pérdidas fucron menotes en el
grupo expucsto tempranamente a RVH. De esta manera, la posibilidad de que fas diferencias
cncontradas entre los grupos comparados pudiesen ser debidas a un seguimiento incompleto 6
desigual 6 bicn que hayan sido debidas a mayores pérdidas ocurridas en el grupo expuesto
tempranamente 4 RVH. como pudo suceder en otros estudios realizados previamente (172-174),
es poco factible.




La vigilancia de cpisodios diarreicos fuc activa y frecuente, a través de visitas
domiciliarias efectuadas por promotoras de campo al menos una vez por semana, por tal motivo,
creemos que la posibilidad de subregistro de episodios diarreicos es baja. Asi mismo, la mayoria
de los cuadros diarreicos (97.6%%) se confirmaron médicamente v fueron evaluados clinicamente
poco tiempo después de su inicio; es probable que esta deteccién temprana y vigilancia estrecha
de los cpisodios diarrcicos haya influido en la gravedad de los mismos y que su gravedad real
s¢ hubiese atenuado.

Lo anterior contrasta con ¢l estudio realizado en Melbourne, Australia (172), cn el cual
la vigilancia de diarrea se efectué mediante visitas domiciliarias 6 llamadas telefénicas cada 3
meses, esperando a que las madres reportaran espontincamente los episodios diarrcices, motivo
por ¢} cual no se evalud la gravedad de todos los cpisodios; y también cs diferente de lo
realizado en los estudios de Africa Central (173) v Egipto (174) en los cuales no se evalud la
gravedad de la diarrea.

Se logro una coleccidn de muestras fecales durante la presencia de diarrea y ain en
ausencia de la misma superior a 85% y sc investigo la existencia de RVH cn todas cllas; por tal
motivo, creemos que la posibilidad de omision de la climinacion fecal de este virus es baja, sobre
todo si consideramos la adecuada sensibilidad y especificidad del método de ELISA empleado
para escrulinio de las mismas (84,185), por lo tanto, es probable que sc hayan detectado fa
mayoria de las intecciones por RVH, tanto asociadas a un episodio diarrcico, como asintonmiiticas.

En los cstudios realizados por Georges-Courbot y colaboradores (173) y por Reves y
colaboradores (174) no sc investigé la presencia de infecciones asintomdticas cn los grupos
comparativos, en este estudio fue posible identificarlas debido a a coleccion regular de muestras
fecales efectuada adn en ausencia de diarrea. Asi mismo, la posible asociacion erroneu de
infccciones por RVH con episodios diarrcicos que pudo ocurrir en ¢l estudio ¢fectuado por
Bishop y colaboradores (172), favorccida por la baja coleccicn de muestras fecales (65%) y Ia
pobre deteccion de RVH (35%) en las mucstras diarrcicas asociadas a seroconversion para cste
virus, se minimizo, ul poder establecerse de una manera mis cercana la relacian entre elintinacion
fecal de RVH y la presencia 6 no de diarrea en un corto lapso de tiecmpo.

Otras ventajas obtenidas de la deteceion fecal de RVH no asociada a diarrea, es que se
pudo determinar la edad a 1a que ocurricron las infecciones asintomiticas v que también sc
pudicron obicner especimenes fecales para definir ¢l serotipo participante en las mismas y de esta
manera, fue posible caracterizar los serotipos invotucrados en una infeccion temprana 6 en una
subsccuente, no importande que la infeccion hubicse sido asintomidtica ¢ asociada a diarrea, lo
cual no se pudo lograr en otros cstudios reatizados con la intencion de determinar ¢l efecto
protector de la inmunidad conferida por una infeccion por RVH (172-174).

La tasa global de diarrea detectada en este estudio, 3.2 episodios/niio-aio (IC; = 3.05-
3.35), mostrd una situacion intermedia respecto a la obtenida en otros estudios de comunidad con
cohortes de nifios menores de 2 afios de edad. Fue similar a la informada en paises en desarrolio
como Bangladesh (13) y Nigeria (125) (3 a 3.4 cpisodios/nifio-afie), aunque menor de la
identificada cn Guatemala (18) y en otro estudio en Bangladesh (14) (6.4 a 7.9 cpisodios/nifo-
aifio) y superé las tasas observadas en paises desarrollados como Canada (16) v Estados Unidos
{124) (1.2 episodios/niiio-aiio).




En contraste, la tasa globat de diarrea asociada a RVH, 0.3 episodios/nifio-afio (ICy, =
0.25-0.34) quc correspondid a 9.4% del total de diarreas, fue semejante a la detectada en todos
cstos estudios (0.2 a 0.4 cpisodios/nifio-afio) con excepcidn de la observada en Guatemala (0.8
episodios/niiio-afio); estos resultados estdn en concordancia con la idea de que la incidencia de
diarrea asociada a RVH es similar en paises desarrollados y en desarrollo y que la proporcién
de diarreas asociadas a cste virus es mayor donde Ia incidencia total de diarrea cs baja y que es
menor donde la incidencia global es elevada, lo cual puede ser debido al control de diarreas por
otras causas que sc ha logrado en los paises desarrollados (30), ver Cuadro 2.

La relacion enfermedad/infeccion estimada de mancra global durante los 2 primeros afios
de cdad fue de 0.50 (IC5, = (1.43-00.57), lo cual indica que 1a mitad de las infecciones por RVH
ocurricron de manera asintomitica; csta proporcion de infeeciones no asociadas a diarrea es
superior a la informada en estudios efectuados cn Canada (16) y Guatemala (18), 23% a 35%
respectivamente, aunque menor de la encontrada en Costa Rica (48). donde se ha informado de
un alto porcentaje de infecciones asintomiticas (87%) durante los 2 primeros anos de edad. La
deteccidn de la eliminacion asintomitica de RVH es importante debido a que su participacién en
cl mantenimicnto y transmisidn de la infeccion por cste entcropatégena se ha considerado muy
relevante (31.34).

.2 otra mitad de las infecciones por RVH se asociaron a diarrea y mds de la tercera parte
de cstos cpisodios, 38% (1C,, = 287-48%), se calificaron con una gravedad >6 puntos
(moderada-grave). Dl tal forma, a pesar de que la mayoria de tos episodios diarreicos detectados
durante ¢l estudio se consideraron como feves (785¢). sc pudo confirmar que la diarrea asociada
a RVH se relaciona con mayor gravedad de los mismos, lo cual es congruente con lo previamente
informada ¢n otros estudios a nivel de comunidad como los de Black y colaboradores (13,14).

Al analizar 1a incidencia de infecciones por RVH de acuerdo a la edad, destaca cl
predominio de infecciones asintomaticas durante el primer trimestre. que dristicamente cambia
a un predominio dc infecciones sintonviticas en ¢l segundo trimestre, observindose durante este
mismo periodo ¢l pico miximo de incidencia de infeccion por RVH que ¢s scpuido por una
ripida declinacion de la infeccion y diarrea asociada a este virus hasta cl final del scgundo afo
de edad. Consideramos estas observaciones como cvidencias de que existe proteccion en contra
de la infeccién y diarrea asociada a RVH durante el primer trimestre de edad, posiblemente
debida a la transferencia de inmunidad pasiva de origen materno y que posteriormente parece
ocurrir la adquisicion de inmunidad natural conforme aumenta la edad.

La mayoria de estudios Jongitudinales con nifios menares de 2 aiios analizan la incidencia
de diarrea asociada 2 RVH por semestres de edad, de tal forma, identifican que ¢l pico de mayor
incidencia ocurre durante ¢l segundo (16.121.122) e incluso el tercer semestre de vida (18,124);
sin embargo, los escasos estudios que han analizado este mismo cvento por trimestres muestran
resultados semcjantes a los nucstros, sedalando que la mayor incidencia de diarrea asociada a
RVH ocurre durante el segundo trimestre de vida (114,125): en algunos de estos estudios, el
incremento en la incidencia de diarrea asociada a RVH se observé relacionado al periodo de
destete, sin embargo. en ninguno de ellos se pudo establecer una asociacién causal
{16.18.121.125).
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La infeccién neonatal por RVH fue poco frecuente, aproximadamente 4 de cada 100 nidos
presentaron infeccién por cste virus duranic el primer mes de cdad, asociindose a diarmca
solamente en la tercera parte de los casos. Aunque casi todos los nifios (94%) nacicron en
ambiente hospitalario y la mayoria permanccicron en un cuncro (81%), su estancia promedio
dentro de} hospital fue menor de 48 horas; por lo tanto, estos posibles factores de riesgo para la
adquisicién de infeccitn a edad temprana, previamente identificados, no parccieron participar de
manera importante (68)

Aunque ¢l presente estudio no se limité a una vigilancia hospitalaria de la eliminacién
fecal de RVH durante ¢l periodo neonatal, la baja incidencia de infeccién detectada durante este
periodo de cdad es congruente con lo informado en estudios de cuncros de paiscs cn desarrollo
(58-61) y con lo encontrado por Mata y colaboradores en una cohorte de nifios guatemaltecos
(18) que mucstran que la infeccién neonatal por RVH ocurre de manera esporddica en estas dreas
geogréficas, para lo cual hasta ahora no existe una explicacién evidente,

Algunos estudios con nifios menores de 5 afios hospitalizados por diarrea aguda han
sefialado que la diarrca asociada a RVH no tiene un patrdn estactonal en la Ciudad de México
(23,24); sin embargo, otro estudio semejante conducido por Espejo y colaboradores si identificé
una mayor prevalencia de la enfermedad durante los meses de otaiio, sobre todo en el mes de
octubre durante los 5 anos estudiados. Nuestros resultados son congruentes con cstas
observaciones, ya que pudimos detectar una variacién estacional con mayor incidencia de la
infeccién y diarrea asociada a RVH en ¢l otaiio, que alcanzé su pico méximo durante los meses
de octubre-noviembre de cada afio; sin embargo, se debe sefialar que existe la posibilidad de que
ocurran brotes de infeccién y diarrca asociada a cste virus fuera de este periodo, como ¢l
identificado ¢n la primavera de 1988,

Recientemente se ha documentado que cn Norte América ocurre una onda anual de
diseminacién de diarrea asociada a RVH que se origina en México y ¢l suroeste de los Estados
Unidos en noviembre y que termina en Nucva Inglaterra y en las provincias maritimas del
Canada cn marzo (193); se desconocen cuales son los factores que condicionan esta discminacion
anual de la enfermedad asociada a RVH que ocurre de oeste a este a través del norte de América
y ¢l porqué de su patr6n estacional (194).

Se intenté determinar el scrotipe de RVH en 955 de las infecciones identificadas,
mediante un ensayo de ELISA que emplea anticuerpos monoclonales dirigidos a la proteina VP7
de la cipside cxterna, en 80% dc las muestras se pudo detectar una reaccidn positiva, sin
embargo, solamente en 66% sc¢ pudo definir el serotipo. El porcentaje de scrotipificacion de
estudios previos en diferentes drcas geogrdficas con ¢l empleo de un ensayo inmuno-cnzimitico
similar varia de 49% a 885t (195-201).

Es probable que las mucstras que reaccionaron con mis de uno de los anticuerpos
monoclonales probadas (1 a 4), consideradas como no scrotipificables (NT), ¢ incluso las que no
mostraron reaccién positiva con alguno de cllos 6 no scrotipificadas (NV) pudiesen corresponder
a serotipos diferentes de los probados, 6 bien a nuevos scrotipos de RVH; sin embargo, cxisten
otras explicaciones alternativas.
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La cfc1cncnn de 1a prucha empleada csti directamente relacionada al nimero de viriones
estructural cn la muestra fecal, ya que las particulas incomplctas no son
capases de unirse a los anticuerpos monoclonales que cubren la fase sélida y por tal motivo, no
pueden ser detectadas ni scrotipificadas; asi mismo, existen variaciones antigénicas dentro de un
mismo scrotipo que pueden dificultar su determinacién. Finalmente, la sensibilidad del ensayo
pucde ser afectada por factores presentes en los extractos fecales, de los cuales, los mas
importantes parecen ser los coproanticucrpos producidos locaimente y los anticucrpos de origen
materno (195).

De las infecciones scrotipificadas. ¢l scrotipo 3 se aislé con mayor frecuencia (46%)
seguido por una proporcién semcjante de serotipos |y 2 (23% cada uno) y una escasa
p1mc1pacmn del serotipa 4 (892), destacando |a aparente naturaleza ciclica de los brotes debidos
a cste virus con la presencia de serotipos predominantes cambiantes durante cada temporada de
RVH.

Estudios realizados ¢n Africa Central (196), Vencezucla (197). Brasil (198), Japén (199),
Europa (200) y Estados Unidos (201) son consistentes en su predominio de aislamiento de
serotipo 1, con una participacién divergente de los serotipos 2, 3 y 4: lo cual contrasta con la
mayor participacion de serotipo 3 encontrada por nosotros. Estos estudios sc realizaron entre 1981
a 1988, {a mayoria ticnen un disefio transversal ¢ incluyeron solamente a nifios con diarrea aguda
que requirieron atencidn hospitalaria (197,199-201) siendo pocos los estudios longitudinales que
incluyeron a nifios con infecciones asintomiticas (196,198).

Estc predominio de serotipo 1 alrededor del mundo dutante los 1980s ha generado la
pregunta de si cl scrotipo 1 es cl scrotipo cpidémico transitorio en la década dc los 1980s 6 si
es realmente ¢l scrotipo que mds cominmente produce diarrea grave en nifios (201); sobre todo
porque se ha observado la existencia de brotes ciclicos con scrotipos cambiantes a lo largo del
tiempo, como cn los estudios realizados en Austratia (195). China (202) y Japdn {203), con los
cuales compartimos observaciones semcejantes.

No se puede afirmar. pero tampoco se pucde descartar, que cn la poblacién estudiada por
nosotros hubicse ocurrido previamente un predominio de infeccion por scrotipo | que después
hubicra cambiado a scrotipo 3. ya que al menos durante los 3 primeros brotes de infeccién por
RVH este cambio sucesivo de scrotipo 1 a scrotipo 3 se pudo apreciar, ver Figura 8. Existe la
evidencia en un estudio previo, realizado de mayo de 1984 a octubre de 1987 en la Ciudad de
México, que incluyé a nifios hospitalizados por diarrea aguda, de que cl scrotipo 1 se aislé con
mayor frecuencia durante dicho periodo identificindose ademis la cocirculacién de los serotipos
3y 4 (204).

Hasta ahora no existe una interpretacion definitiva del porque ocurren cambios
sccucnciales c¢n la frecucncia relativa de serotipes de RVH de un brote epidémico a otro
(195,202,203); sin embargo, creemos que en este estudio hay que considerar la posibilidad de
presion de scleceion de tipo inmunc que pudo favorecer la modulacién de los cambios
antigénicos de RVIH. Debido a la posible proteccién serotipo-especifica conferida por una
primoinfeccién, sec pudo favorecer que las infecciones posteriores se debicran a serotipos
difcrentes, a pesar de que cl serotipo asociado a la primera infeccién se encontrase circulando
de manecra simultinea, 6 bicn que cstos cambios en ¢l predominio de scrotipos de RVH sc
pudicsen deber al ingreso de nucvos nifios susceptibles al cstudio.
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La cxistencia de diarrea asociada a RVH con otro enteropatégenc simultineo sc¢ ha
identificado previamente en estudios longitudinales con nifos de Guatemala (18), Brasil (121)
y una comunidad de indios americanos en Estados Unidos (114), con una frecuencia que varia
de 11% a 50% del total de diarrcas asociadas a este virus; de tal forma, la presencia de
infecciones mixtas en 1 de cada 4 cpisodios diarrcicos asociados a RVH encontrada en este
estudio no es un evento infrecuente, debiéndose destacar que a pesar de que estas infecciones
mixias son frecuentes, no parecen asociarse a mayor gravedad de los episodios diarrcicos ni
tampoco parecen relacionarse con algiin serotipo en particular 6 con la presencia de primo é
reinfeccién por RVH.

La infeccién temprana por RVH ocurrid inicamente en la tercera parte de los nifios
estudiados; en la mitad de cllos se asaci6 a diarrea y cn el resto sucedio de manera asintomitica,
41% de los nifios que presentaron diarrca tuvicron un cpisodio calificado de moderado a grave,
2 de los cuales requiricron hospitalizacién. Como se puede apreciar, la adquisicién natural de una
infeccién por RVH a edad temprana ¢s un evento que pucde favorecer deterioro clinico
importante.

A pesar de que la infeccién temprana por RVH se presentd con la misma frecuencia
durante el 1° 6 2° rimestre de edad, las infecciones ocurridas durante ¢l 2° trimestre se asociaron
con mayor frecuencia a diarrea, aprecidndosc un patrén j al mostrado cn la Figura 6, que
ilustra la mayor incidencia de infcccidn sintomiética durante el 2° trimestre de edad.

Se pudo apreciar que la alimentacién al pecho materno ofrece protecci6n en contra de la
infeccién por RVH, ya sea asintomitica 6 asociada a diarrea, al menos durante los primeros 6
meses de edad que fue el perfodo de lactancia evaluado; determindndose que los nifios que no
recibieron leche materna 6 que fucron alimentados al pecho durante menos de 6 meses tuvicron
un mayor riesgo de adquirir una infeccidn a edad temprana.

Existen diversos cstudios que han intentado conocer cudl es el efecto protector de la leche
materna en contra de la infeccién y/6 diarrea asociada a RVH, sin embargo, la respuesta a esta
importante pregunta es controvertida. En el periodo neonatal la alimentacién al pecho se ha
asociado con un menor riesgo de infeccidn y con una menor excrecién de RVH durante la misma
(50,52,205), sin embargo, en otros cstudios semejantes estas observaciones no se han confirmado
(206).

En un estudio de casos y controles en nifios menores de un afo, Weinberg y
colabaradores no identificé ningiin cfecto protector de la leche materna en contra de la diarrea
asociada a RVH (207), lo mismo ocurri6 ¢n ¢l estudio conducido por Gurwith y colaboradores
en una cohorte de nifios menores de 2 anos (16); sin embargo, Duffy y colaboradores pudicron
demostrar cn una cohorte de nifios scguidos durante una temporada de RVH que la ingesta de
leche materna disminuye la gravedad de la diarrea asociada a cste virus, aunque no observé
disminucién de su incidencia (138). Se debe sehalar, que en ninguno de ¢stos estudios se realizé
un ajuste de los resultados para factores potenciales de confusion (16,138,207).

Los resultados obtenidos en el presente estudio son congruentes con la cxistencia de un
cfecto protector de la ingesta de leche materna en contra de la infeccién y diarrca asociada a
RVH a edad temprana, durante los primeros 6 meses de edad, atn después de haberse ajustado
a potenciales confusores. En base a esta informacién sc justificaria una campana de promocién
de la alimentacién al pecho materno, al menos durante los primeros 6 meses de edad, para
prevenir Ia infeccién y diarrea asociada a RVH.
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Sc debe destacar que durante este estudio no sc investigo si la alimentacién al pecho
materno ofrece proteccién al prolongarse después de los 6 meses de edad, asi mismo, hasta ahora
no s¢ ha determinado cudles son los posibles factores mediadores de la proteccion en leche
materna y tampoco se ha investigado la posible participacién que pudicsen tener los anticuerpos
séricos transferidos por placenta durante los primcros 6 meses de vida, todo lo cual se planea
realizar a corto plazo.

Dec manera semejante, sc identificd que ¢l bajo peso al nacer ¢s un factor de riesgo para
adquirir una infeccidn temprana asociada a diarrea y que ¢l pertenccer al sexa femenino ofrece
una protcecion parcial, ya que las nifias, a diferencia de los nifos. mostraron menor riesgo de
presentar una infeecion asintomatica pero no sc obscrvd que estuvicsen protegidas en contra Je
una infeccion temprana asociada a diarrea.

En estudios previos realizados a nivel hospitalario, s¢ ha idemtificado que ¢l hajo pesu al
nacimicnto ¢s un factor de riespo para la adyuisicion de cnfermedad gastrointestinal grave
asocinda a RV (65.66). Asi mismo, algunas abservaciones realizadas en nifios menores de | ano
de ciid sefinlan que los ninos de sexo masculino han mostrado unia mayor predisposivion i ser
infectados por RVIL (208, 209), lo cuil cs congruente con nucstros resultados.

En general, los grupos de ninos comparados con y sin infeceidn temprana por RVH
MOSLEAron caraclenisticas muy scmigjantes en su tase basal, de alguna manera fas dilerenci
identificadus entre ambaos BrUPOS correspondieron a los factores gue participaron on fa adquisici
de una infeecién temprana. s diferencias fucron Ia menor duracion de la alimentacion al
pecho materno y ¢l bajo pesu al nacer observado cn los ninos infectados tempranamente, y
también, ol yue lox wifios sin infeecidn temprana ocuparon una posicion nuis tardia en la lista de
nacimicntos consecutivos de o madre y tavieron una familiz un poco nuis numerosa; en el
andlisis final se ajustd para ol desequilibrio de fas mismas,

Uno de fos propositos importante que s¢ tomaron en cuenta al desarrollar ¢l preseme
eshucdio fue ef ajustar los resultados vblenidos en contra de posibles factores de contusidn, o cual
no se habia realizado en ninguno de los estudios previamente efectuados con L intencion de
determinar cudl era ¢f efecto protectar de by inmunidad conterida por una infeccion por RVl
(172-175).

Por tal motivo, se estimia

participacion de diversas variables que ch otios estudios se
haban ideatificado como posibles factores de ticsgo 6 proleccion par padecer diarrea aguda 6
que pudiesen participar en la adquisicion de una infeccion & un cpisodio diarreico asocindo a
RVH (15160849, 109-112,118,121,209). De esta mancera se determing el seao de los nifos, su
peso y candiciones al nacimiento, su estado putricional, la duracton de la alimentacion con Jeche
materna, la edad de intraduccion de biberon y alimentos sdlidos, ¢l tiempo de exposicidn a una
temporada de mayor incidencia de inteecion por RVEH, su asistencia a guarderia 6 su contacto
con nines menores de S anos de cdad que asistian a algan sitio de reunion convin, ¢l tamano y
erado de hacinamicnto de 1a familia, la condicion socio-ccondmica y hibitos bigicnico-domésticos
de Ly misma, et nivel educacional del jete de familia v o madre, 1a actividad laboral de 1a madre
fucra de su domicilio ¥ Ly duracicn del seguimiento durante ¢l periodo subsccuente.

Sabemos que fa efiviencia con la cual se midicron estas variables pudo tener limitaciones
que son inherentes al métado cmpleado 6 al instruntento de medicion utilizado. lo cual pudo
haber tavorecido sesgos durante la estimacion de las mismas; sin embargo, debemos sefialar que
para la medicion de alzunas de ellas cmpleamos los tnicos instrumentos que parccian disponibles,
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como podria scr ¢l caso de la estimacion del estado nutricional del nifio y del nivel socio-
econdmico y hébitos higiénico-domésticos de la familia.

Por otro lado, 1a intencién de medir cstas variables fue fundamentalmente la de controlar
los resultados del efecto de una infeccion lemprana por RVH y no necesariamente la de
establccer asociaciones causales entre las variables confusoras con los eventos resultado 6 de
interés; consideramos que las asociaciones significativas obtenidas en este sentido deberin ser
confirmadas posteriormente en estudios con objetivos particulares al respecto. Asi mismo,
debemos seialar que de existir la posibilidad de sesgo en la estimacion de las variables
confusoras, es probable que dicho sesgo actie en cl mismo sentido para tos 2 grupos comparados,
ya que la medicion de estas variables se realizé de igual modo en todos los nifos estudiados no
importando a que grupo pertenecian.

Los resuitados obtenidos del presente estudio son congruentes con 1a hipdiesis de que la
infeccion temprana por RVH, adquirida durante los primeros 180 dias de cdad, conficre una
respucsta inmunc prolectora en contra de la incidencia y gravedad de infecciones repetidas v su
diarrea asociada en niflos menores de 2 afos de edad.

Mediante modelos de regresion logistica miltiple escalonada desarroliados para cada uno
de los eventos subsecuentes de interés (infeccion, diarrea y diarrea moderada-grave asociada a
RVH), cn los cuales se incluycron a fos grupos comparatives de nifos con y sin infeccion
temprana por RVH, que se ajustaron para 1a accion de posibles factores confusores y cl
desequilibrio de variables entre ambos grupos comparativos; se pudo observar que una infeccion
temprana por RVH tiene un cfecto protector en contra de infecciones subsccuentes, sintomdticas
y asintométicas, (RM = 0.30; 1Cy.q = 0.13-0.63), de su diarrea asociada (RM = 0.32; 1C,,
0.13-0.80) y de la gravedad de la misma (RM = 0.16; 1Cq = 0.03-0.89) al menos durante los
2 primeros afos de edad.

Asi mismo, empleando curvas de sobrevida construidas con el método de Kaplan-Mcier,
sc encontré que la probabilidad acumulada de presentar una infeccion subsceuente por RVEH,
sintomiitica y asintomdtica (Logrank, p = 0.001), un episodio diarreico asociado (Lugrank, p =
0.0006) 6 un cpisodio moderado-grave (Logrank, p = 0.01), durante ei periodo de 6 a 24 meses
de edad, es significativamente menor en ef grupo expuesto tempranamente a RVH durante los
primeros 180 dias de edad.

Son 4 los estudios de cobortes incipientes que han intentado determinar cudl ¢s ¢l efecto
protector de la inmunidad conferida por una infeccidn por RVH. en contra de infecciones
subsecuentes y su diarrea asociada. El mds conocido es el de Bishop v colaboradores, realizado
en Melbourne Australia, con una cohorte de recién nacidos seguidos durante 3 anos desde el
nacimicento, en el cual se observd que upa infeccion por RV adquirida durante el periodo
neonatal no protege en contra de infecciones subsecuentes ni tampoco en contra de episodios
diarrcicos leves 6 moderados, pero que si ofrece un menor riesgo de diarrea grave (172).

En este estudio se aprecian diversos problemas metodolagicos ya antes seiialados, de los
cuales destacan, un seguimiento diferente de los grupos comparativos de fa cohorte, 1a posibilidad
de subregistro de episndios diarreicos y 1a asociacton erronea de los miismuos con la infeccin por
RVH, ademiés de la falta de ajuste de los resultados en contra de factotes de confusidn. Asi
mismo, ¢l efecto protector identificado cn ¢l estudio de Bishop ¥ colaboradures, es debido a ta
infeccion de una cepa de RVH endémica en un cuncro, a diferencia del efecto protector
observado en et presente estudio que ¢s debido a la infeccion de cepas de RVH adquiridas a nivel
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de la comunidad.

En ¢l estudio de Georges-Courbot y colaboradores, efectuado en la Repiblica de Africa
Central, con una cohorte de nifios seguidos desde el nacimiento hasta los 2 anos de edad, sc
observé que los nifios infectados por RVH durante los primeros 6 meses de edad presentaron
posteriormente una menor frecuencia de diarrea asociada a este virus. Sin embargo, en este
estudio ocurri6 la pérdida de mis del 50% de los nifos incluidos en la cohorte, no sc investigé
la presencia de infecciones asintomiticas y los resultados no se ajustaron para potenciales
confusores (173).

En cl estudio informado por Reves y colaboradores, en una cohorte de nifios cgipcios
scguidos desde el nacimicnto, sc obsernvd que un episodio diarreico inicial por RVH no parece
proteger en contra de otro cuadro diarreico suhsecuente asociado a este virus; en este estudio
tampoco se considerd la participacion de infecciones asintomidticas, no se cvalué la gravedad de
los episodios diarrcicos y tampoco se realizd un ajuste para confusores (174).

Finalmente, cn el estudio realizado en México por Cravioto y colaboradores, ¢n una
cohorte de nifos scguidos durante un aito desde su naciniento, s obscrvo que la diarrea asociada
a RVH ocurre con menor frecucncia durante una reinfeccion que en una primoinfeccién, pero no
s¢ determind si una primoinfeccion disminuye el riesgo de infecciones subsecuentes 6 de su
diarrea asociada (175).

Es de gran importancia destacar ¢l ¢fecto protector que ofrece una infeccién temprana por
RVH en contra de cpisodios diarreicas subsccucntes y la gravedad de los ntismos; sin embargo,
también ¢s importanie scaalar fa proteceion que ofrece en contra de infecciones asintomdticas
subsecuentes, ya que de esta manera, la adquisicién de una infeccion temprana por RVH puede
influir de manera mds amplia cn disminuir la discminacion y mantenimicnto de este virus dentro
de una comunidad (31.34).

Durante el desarrollo de tos modelos de regresion logistica maltiple realizados para
investigar cuales eran los factores involucrados en la adquisicion de Ta infeccion y diarrea
asociada a RVH cn cl periodo subsecuente. se identificd a fa duracion del tiempo de scguimiento
en este periodo como una variable que favorecia la deteccion de los mismos. motivo por ¢l cual
se realizé un ajuste para cl diferente seguimiento de los nifios comparados que la regresion
logistica no efectia por si misma, debido a que asume Ia existencia de un seguimicnto similar
para todos los individuos estudiados: de esta manera, se pudo superar esta limitante inherente al
método de andlisis utilizado (210).

El retraso en 1a introduccion del biberon, cualquiera que sea el liquido que se ofrezca cn
¢! mismo, disminuyo cf riesgo de adquirir un episodio diarreico asoctado @ RVH durante el
periodo subsccuente; la introduccion de biberon en la alimentacion de un nino se ha considerado
como una conducta de riesgo para la adquisicion de diarrea asociada a RVH, sin embargo, son
pocos los estudios que han observado esta asociacion (118,121).

Por otro lado. se identificé que la mayor exposicion durante la fase temprana a una
temporada de alta incidencia de infeccion por RVH. es un factor que disntinuye ¢l riesgo de
padecer posteriormente un cpisodio moderado-grave asociado a RVH. Es dificil dar una
explicacidn clara para esta observacion sin cacer en ¢l terreno especulativo, pero se debe senalar
que en un cstudio clinico controlado conducido por Ruuska y colaboradores (211), ¢l efecto
protector de la cepa bovina RIT 4237 en contra de episodios diarreicos graves asociados a RVH,
se identifico Gnicamente en aquellos ninos que la recibicron inmediatamente antes del inicio de
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una temporada de infeccion por RVH; consideramos que estas observaciones apoyan la necesidad
de que los resultados de estudios clinicos controlados que evalian la eficiencia de candidatos a
vacuna se deban ajustar a la variacion estacional de la infeccidn por RVH.

Durante e} presente estudio no se observé ninguna asociacion entre la condicién socio-
ccondmica 6 e} nivel de higicne familiar con la adquisicion de una infeccién por RVH 6 su
diarrea asocinda; se podria considerar que esto se debié a que los instrumentos empleados para
su medicion no fucron los més adecuados para hacer evidenie esta asociacion, sin cmbargo, cstas
observaciones también podrian ses congrucntes con el concepto de que Ia prevencién de Ia diarrea
asocinda a RVH no parece depender del mejoramiento en ¢l sancamiento ambicntal § fa higicae,
si no que mis bien dependerd det uso a gran escala de una vacuna efectiva (30).

Al analizar el efecto que tiene una infeecion temprana sintomitica ¢ asintomatica, se pudo
apreciar que ¢} cfecto protector de una infeceion par RVH adquirida a edad temprana porece
depender fundamentalmente de su adquisicion asociada a diarrea: del mismo modo, se observd
que la proteccidn parece ser mds evidente cuando la infeccidn temprana ocurre durante el
segundo trimestre de edad, posiblemente pargue en este mismo periodo a infeecion temprana por
RVH sc presenta con mayor frecuencia asociado a diarrea,

Asi mismo, se pudo determinar que I mayoria de fas infecciones subsecuentes (89%
1C;54= 75%6-10052) son debidas a serotipos diferentes de Jos identificados durante una infeccion
temprana por RVH, lo cual sugiere que ¢f efecto protector ofrecide por una infeccién twmprana
es serotipo-especifico; estos resultados son congruentes con Jos de Chiba y colaboradores, quiencs
estudiaron 3 brotes consecutivos de diarrea asociada a RVH en un orfanato de nifios japoneses
observando que un titule de anticuerpos seratipo-especificos conira RVH ofrece proteccidn en
contra de infecciones repetidas debidas al mismo serotipo (170). Por otro Iado, no se encontrd
asociacion entre alglin serotipo infectante y fa presencis de infeccion sintomitica ¢ asintomatica
durante }a fasc temprana ni duraate ¢l periodo subsecuente, lo cual estd de acuerdo con diversos
estudios que tampoco han apreciado asociacion entre serotipos de RVH y mayor patogenicidad
(75-78,196).

Se debe destacar que Ja proteccion gue vfrece una infeceion temprana por RVH solamente
ocurre en la tercera parte de Jos niflos menores de 2 atos de edad v que fa adquisicion de una
infeccién temprana se puede acompaitar de enfermedad diarrcica grave: por tal motiva, el interés
de conocer cudl ¢s el efecto pratector de osta inmunidad adquirida en forma natural después de
una infeccidn por RVH en contra de infecciones repetidas v su diasrea asociada, esta relacionada
fundamentalmente con Ia abtencion de informacion que pudiese favorecer el desarrolla de
medidas de control, dentro de las cuales destaca ta obtencion de una vacuna contra RVH,

Por ta}l motivo, cn base a las ohservaciones ohtenidas sc podria considerar que una vacuna
eficaz pora la prevencién de la diacr ochida a RVH deberfa imitar fa sexpuesta inmune natural
inducida por una infeccion icmprana sintomarica; motivo por ¢l cual, creemos que debera ser muy
inmundgena, avngue también deberd estar suficientemente atenvada para lograr goardar un
equilibrio con el desarrollo de minimos efvctos colaterales.

Deberi incluir cuando menos a los 4 serotipos de RVH epidemiolégicamente importantes
va que la inmunidad conferida por la infeccion temprana parcce ser principalmente serotipo-
especifica; ademds de que se deben tomar en cuenta los cambios secuenciales que ocurten en el
predominio de los serotipos durante los brotes de 1a infeccion por RVH y debide que, cualquicry
de los scrotipos de RVIH puede inducir enfermedad diarreica.
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Si recordamos que la alimentacién al pecho materno ofrece proteccion en contra de la
infeccidn por RVH, al menos durante los primeros 6 meses de edad. existe Ia posibilidad de que
Ia leche materna pudicse interferir con el efecto inmunégeno 6 protector de una vacuna; a este
respecto ya existen algunas evidencias (212), sin embargo, es nccesario investigar de manera
suficiente acerca de esta posible interferencia. Es probable que se requiera ¢l desarrollo de una
vacuna que supere csta interferencia 6 bien, que la vacuna se administre inmediatamente después
de que la alimentacidn con leche materna ¢s suspendida, lo cual habitualmente ocurre ¢n la
comunidad estudiada durante ¢] 2°trimestre de edad, durante el cual también se observd un cfecto
protector mds evidente de una infeccion temprana,

Sc debe sefialar que la infeccién temprana por RVH no parece ofrecer una proteccion
completa ya que se obscrvaron infecciones y episodios diarreicos subsccuentes. Es probable que
el motivo por cl cual una infeccién temprana no ofrecié proteccién contra reinfecciones se haya
debido a que estas infecciones repetidas ocurricron con un scrotipo diferente del que causé la
infeccion temprana; no obstante, no s¢ pucde descartar la posibilidad de que la proteccién
conferida por una infeccién temprana sea poco duradera.

Dado quc una infeccidn temprana por RVH modifica la adquisicidn de la infeccién y
diarrca asociada a cste virus a edades posteriores, scrd conveniente que en los ensayos clinicos
controlados que cvalticn 1a cficiencia de futuros candidatos a vacuna se ajusten sus resultados en
contra del posible efecto confusor que pucde tener Ia presencia de una infecein temprana, para
asi poder evitar la ohtencion de conclusiones equivocadas.

Creemos que la informacién obtenida en este estudio pucde ser util para ayudar a
contestar algunas prepuntas que actualmente limitan ¢l desarrolio de una vacuna eficaz contra
RVH, quc podria indicar cudl scria ¢l abordaje para Ia bisqueda de candidatos a vacuna, podria
ayudar a lograr una mejor evaluacion de la efectividad de los mismos en futuros estudios clinicos
de campo y podria scialar las estrategias a seguir durante una campana de vacunacién, una vez
que s¢ hubicse obtenido una vacuna efectiva.

Consideramos que los resultados obtenidos pueden scr extrapolados a otras comunidades
con condiciones scincjantes a las incluidas en el presente estudio.
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IX. CONCLUSIONES :

1.

s lades dind hicadas al

La incidencia de a diarrea asociada a RVH en las ¢
surocste de fa Ciudad de México, es similar a Ia observada en olros paises, tanto
desarrotlos como en desarrotlo; fa mayor incidencia de Ja infeccion ocurre durante el
segundo trimestse de edad, con ua predominio de infecciones asintomadticas durante of
primer trimestre que drasticamente cambia 2 una mayor incidencia de infecciones
sintomdticas durante el segundo trimestre que posteriormente disminuyen conforme
aumenta Ja edad.

La diarrea asociada a RVH se relaciona con mayor gravedad de los episodios diasreicos,
fo cual no se modifica con la presencia de infecciones mixtas con otros enteropatdgenos.

La infeccion y diarrea asociada a RVH se presentan con un patsén estacional, mostrando
uma mayor incidencia en el otofio gque os mads evidente cn los meses de octubre ¥
aoviembre, aunque también pucden ocurrir brotes aistados fuera de esta temporada,

El serotipo 3 de RVH se identificd como et mis frecuente, seguido de fos serotipos 1y
2 y und cscasa panicipacion del 2, habiéndose detectado Ia existencia de cambios
secuenciales en ol predominio de tos serotipos durante cada brate de infeccion por RVH.

La alimentacion con leche materna protege en contra de la infeccion v diarrea asociada
a RVH durante los primeros & meses de edad (infeecion temprana).

E! bajo peso al nacer es un factor de riesgo para adquirir una infeccidn sintomatica y el
sexo femenino ofrece proteceion en contra de una iafeccion asintomatica por RVH
durante fos primeros 6 meses de cdad (infeccion temprana).

La infeccion temprana par RVH, adquirida durante Yos primeros o meses de edad, confiere
una respuesta inmune protectora en contra de la incidencia v gravedad de infecciones

repetidas en pidos menores de 2 aios.

El efecto protector de wna infeccivn wemprana por RVH o5 mds evideate cuando ocurre
asociada a diarrea y durante ¢f segundo trimestre de edad,

La inmuaidad adquirida en forma natural por una infeccidn temprana por RVH parece ser
serotipo-cspecifica.

Ninguno de los serotipos de RVH (1-,2-.3- y 4-) se asocia o un mayor ricsgo de diarrca.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio, una vacuna eficaz para ia

prevencitn de la diarrea asociada a RVH deberd :

a,

Imitar la respuesta inmune natural inducida por una infeccién temprana por RVH asociada
a diarrea,

Incluir los antigenos de los 4 serotipos de RVH epidemiolégicamente importantes.

Ofrecerse al inicio del segundo trimestre de edad 6 al suspenderse la alimentacién con
lechc materna. o
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A f'UH ‘I\DBE -SF-LE_PEDTRN QUE FIRME L3 QTCI‘ Eﬁ[g HOJA QE
o CONSENTIMIENTO

"ESTLDIO $OBRE EL EFECTO PROTECTOR' DE UNA I\FEC(‘IO\
¢ -TEMPRANA POR ROTAVIRUS® ... EN

Sabxa Lsted que en wu\xco la causa mds frecuente de muerte en nifos
menores de dos: ‘anos es’ la diarrea?

Esto.es ‘debido a que no se toman las medidas hLigiénicas adecuadas
en €l cuidado de los. nifios o bien, por no proporcionarles -la
atencidén ¥ tratamiento de manera oportuna,

- Las enfermedades gastrointestinales {diarrea), son ocasionadas por

‘diversos germenes {microbios}. La frecuencia de los gérmenes es
diferenle segiin la época del afo.
Este estudio se ha planeado para conocer el tipo de infecciones
gastrointestinales que ocurren en la comunidad de San Pedro Méartir
¥ San Andrés Totoltepec. También, para entender mejor la manera en
gue usted proteje a su hijo al alimentarlo al pecho.

Esta informacidn que se¢ obtenga puede ser muy dtil para plancar:
mejor los programas en su comunidad y evitar que los nifios se
snfermen gravemente de diarrca.

Si“Usted ingresa al estudio . se le pedira:

1.~ Recibir Jla visita de una 'trabajadora. de campo v prqpcréionar
informacidn acerca de la:salud .y ‘alimentacién de-su .nifio/.

2.~ Una‘muestra fecal cada semana

3.~ 5 ml. de sangra de cordnn umbilical: (de 1
k del nacxmlento :

4= mls du sangre del nifo; *ndd 4 .mes
duxe en el estudio, ¥

Cada ven quﬁ El nxnovleng
materia fecal.

a dinnrca.'

CA.=.8iUsted brinda pecho a' su hijoj :iina mu5§Lrn de..leche cada
semana durante el primer mes, » poster:ormentc cada mes
mientras dure la lactancia. [

Las muestras de materia fecal y de sangre: se .analizardn en el
luboratorio v al tencr los resultadas se le indicard el tratamiento
mis opropiado para su hijo.si asi. lo requiere.



ANEXO. 1

QUE BENEFICIOS -OBTIENE UDTED .
AL "INGRESAR A[' g

Una promotora social la visitard se analménte para
averiguar el estado de salud de su tho, esto permxtxré la
deteccidn de los casos de dxarren. :

Cuande su hijo tenga diarrea, usted podrd contar con la
atencidn de un médico que- la visitard en su domicilio e
indicard los cuidados necesarios para su hijo.

Los andlisis de laboratorioc para identificar la causa de
la diarrea de su hijo se efectuardn sin costo alguno para
usted.

Cuando se tenga en existencia usted podrd contar con
sobres de hidratacidén oral en forma gratuita.

Se llevard a cabo una vigilancia cada 2 meses de su hijo,
controlandose asi su crecimiento 'y desarrollo en forma
adecuada y gratuita. Usted podrd recibir la orientacién
necesaria para el manejo de su hijo.
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ACEPTACTON

Estoy de acuerdo en participar en el estudio en forma
voluntaria. Todas mis dudas con respecto al estudie han sido
contestadas satisfactoriamente ¥ entiendo que en cualquier momento
puedo renunciar al mismo.sin detrimento de la atencidn médica que
necesitamos mi hijo & yo. También se me ha informado de este
estudio. Por 1dltimo, entiendo gue se me otorgard una copia de esta
forma.

Dr, Guillermo Ruiz-Palacios

Jefe,

Departamento de Infectologia
Instituto Nacional de la Nutriecién
"Salvador Zubiran"

Firma del participante Firma del testigo
Nombre del participante:

Cc-

FPP~ i - —-Hospitalsr -

Fecha:
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Al I n 3
INSTITUTO NACIONAL DE LA WUTRICION “SALVADOR IUBIRAN™
HISTORIA CLINICA DE DIARREAS

7 NOMBRE: EDAD:
} DOMICILIOS
; NOMBRE DE LA MADRE: FECHAS
1
¥ PATRON USUAL DE EVACUACIONES EN 24 HRS.: IDENTIFICACION:.
f
. REPORTADO POR PROMOTORA:(1)-SI  LUGAR GE CONSULTA:(1)-CLINICA INICIO:
5 (2)-nu (2)-CASA
[ TERMINO:
! LA MADRE CONSIDERA (1}-SI DESENULACE: (1}-VIVO
! QUE EL NINO TIENE {2)-K0 {2 )-MUERTO EVOLUCION: (1)-HANEJO EW CASA
| DIARREA: {2)-HOSPITALIZACION
! MUMERO DE DIAS CON VOMITOS: NUMERO DE DIAS CON DIARREA:
. EVALUACIONES = @ . .ot

1.~ FECHA (DD/MM/AA )

2.~ FIEBRE (cy

J.- voMITOS {¥um/24 Hrs.)

4.- EVACUACIONLS (Num/24 Hrs.)

5.- DESHIDRATACION (1, 2, 3)

6.~ PUS (1}-SI (2)-NO
8.- SANGRE {1)-81  (2)-w0
9.~ SINTOMAS RESPIRATORIOS (1]-SI (2)-NO
10.- CUALES:

(RIVORREA, TOS U QTROS)

P.A'JE.,O DE EPXSODIDS ANTES DE LA VISIT.

ANTIDIARRETCOS/ANTICOL INERG ICOS ST (1) NG () CUAL:

SOLUCION HIDRATANTE COMERCIAL SI (1) WO (2) CUAL:

SOLUCION HIDRATANTE CASERA ST (1) MO (2) CUAL:

SUSPENSTON TOTAL DE ALIMENTOS SI (1) KO (2) TIEMPO: HORAS
SUSPENSION DE ALGUNOS ALIMENTOS SI (1) WO (2) CUALES:

ALIMENTACION AL SENO MATERYO SI (1) NO (2)

SE ADMINISTRARON ANTIBIOTICOS 51 (1} NO (2}

ane

2 - R R R S A
1.- ASPECTO GEZNERAL 1.~ SEZIENTO 1.- SOMNCLIENTQ

1 LETARCICO 3.- IXT.FRIAS, sUD, CIAN.
3.- IRRITARLE AL TACTO 3.- corATOSC

FONTANZLA ANTLRICR EIFRIMITAS HUNDICAS

oJos BEPRIMITAS HUNDIDOS

LAGRIMAS AUSINTES AUSENTES

HUCosA HUMETAS SECAS MUY SECAS

ELASTICIDAD EN LA PIZL AITRAACCICH NORMAL AZTRACCICN LENTA RETRACCION MUY LINTA

CRIRA HORMAL EISCASA Y CONCENTRAZA

PULSO RADIAL FRIQ. T VOL. NORMAL RXPIDC Y DIBIL

PESPIRACICN W:RKL- PRCFUWTA ¥ RAPIZA

N HORMAL X BAJA < “D"_}' L_H0_RIG




PRESCRIPCION DEL MEDICO

DEL ESTUDIO

¢ HA TENIDO EL NINO CONVULSIONES (1})-SI ¢ EL NIRO TIENE ANTECEDENTES (1}-SI
ESTE PERIODO DE DIARREA 2t {2)-No DE CONVULSIONES PREVIAS 71 (2}-WHO
DESCRIBA EL EPISODIO:
SE ADMINISTRARON ANTIBIOTICOS (1)-SI (2)-HO  CUAL:
SE ADMINISTRARON ANTIDIARREICOS (1)-SI (2)-NO  CUAL;
SE ADMINISTRO REHIDRATACION (1)-SI (2)-NO CUALES:
ANEXO: ADNINISTRACION DE ANTIAIOTICOS (antes de la visita)
NOMBRE GENERICO: NOMBRE COMERCIAL:.
DOSIS: mg/Kg/dia  DIAS DL ADMINISTRACION:
¢ QUIEN LO PRESCRIBIO ?
HEDICO PARTICULAR 1 ¢ TIENE RECETA 7 (1)-SI (2)-NO
MEDICO DEL CENTRO DE SALUD 2 & TIENE RECETA ? (1)-51 (2)-NO
MEDICO DEL HOSPITAL ASISTEN. 3 & TIENE RECETA ? (1)~SI (2)-NO
PARMACEUTICO ‘
FAMILIAR O VECINO H
MADRE §
OTRO 7
¢ EN QUE FARMACIA LO COHPRO ? (DIRECCION )t
& LO COHMPRO CON (1)-S1
RECZTA MEDICA ? (2}-HO & POR CUANTOS DIAS LO PRESCRIBIERON 2.
LASORRTORIO
LEUCOS EN HECES: (1)=5X  (2)-NO PHI
EXAMEN DIRECTQ: (1)-S1 (2)-KO  RESULTADO:
COPROCULTIVO: (1)-SI (2)-NO  RESULTADO:
COPROPARASITOSCOPICO: (1)-5I (2)-NO  RESULTADO
OTROS:
ANTROPOMETRIA PESO: xg. TALLAT ca,

TONES ¢
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ANEXO S
Cuestionario B 17-111-88
UTMS/INN

ENCUESTA BASAL

Completar durante los primeros cinco dias despues del nacimiento y al darme
de alta dentro del estudio.

1. ldentificacion:
2, Madre.

[} 1

, .
fer. Apellido  2o0. Apeliido

3. fecha:

4. Nombre de la entrevistadora !
5. El entrevistado es la madre
(1) 81 (2) NO !

ldentifique parentesco (en relacion a la madre): 0

! Y CLAVE !__t_t

6

ESTRUCTURA FAMILIAR

Ahora le voy a pedir que me informe de los nombres y fechas de nacimento de todas
las personas que actualmente viven es esta casa, iniciando con usted, despues el
recien nacide, su esposo, otros niffos ( el mayor primerc) y otros.

t NOMBRE PRIMER SEGUNDO ! FECHA ! S ! RELACION ! HA ESTADO !NUMERO!
! APELLIDO  APELLIDO ! DE t E ! CONLA ! ENESTE ! DE !
! ) t NAC. ! X ! MADRE ! ESTUDIO  YIDENT.!
', ! tMH ! 1 '
12, ) ! ' MH Y ! 1 !
13, ! tMH L
14, i THHY
15. ! PMHL
16. ! tHK
VI ! tMH
18, ! [ ] ! [
CODIGOS DE PARENTESCO: 01. MADRE DEL B. 02, E£SPOSO 03, HIJO (A}
04, PADRE O MADRE  05. SUEGRO {A) 06, HERMANO (A)
07. CURADO (A) 08. SOBRING (A)  09. OTROS
7. CUAL ES SU ESTADO C1VIL (DE LA MADRE}?
(1) CASADA (2) SOLTERA
(3) viupa (4) DIVORCIADA O SEPARADA 1t

(5) UNION LIBRE



NACIMIENTO DEL NIRO
8. DONDE NACIO SU BEBE"
(1) DOMICILIO PARTICULAR (2} CLINICA {3} HOSPITAL
{4) OTROS (especilique) ( 1Y4 pasar a P.14)
'

8. EN QUE TIPO DE CLINICA U HOSPITAL NACIO O FUE ATENDIDO? (eapecifique) el nom

bre)

(1) IMsS (2) ISSSTE,

(3) H. MILITAR {4) DDF.

{5) PRIVADO, {6) SSA 1!

10, DURANTE SU ESTANCIA EN LA CLINICA U HOSPITAL EL BEBE ESTUVO EN? (puede haber -
mas de una opcion):

(1) CUNERO (2} CUARTO DE LA MADRE (3) INCUBADORA
(4) NO APLICABLE {5) SE IGNORA L.

11. CUANTOS DIAS SE QUEDO EL BEBE EN EL HOSPITAL

{1) MENOS DE 24 HRS. {2) 1 DIA {3) 1-2 DIAS
{4) 3-5 DIAS (5) 6 O MAS DIAS !

12, CUANTOS DIAS SE QUEDO LA MAMA EN EL HOSPITAL?

(1) MENOS DE 24 HRS (2} 1 DIA (3) 1-2 DIAS
(4) 3-5 DIAS (5} 6 O MAS DIAS 1

ALIMENTACION DEL LACTANTE

13, DURANTE LAS PRIMERAS HORAS DESPUES DEL NACIMIENTO, QUE ALIMENTOS TOMO EL
BEBE? (puede haber mas de una opcion)

{1) CALOSTRO (2} AGUA CON AZUCAR {3) AGUA
{4) BIBERON CON FORMULA {5) NO SABE

14. DURANTE LOS PRIMEROS TRES DIAS DESPUES DEL NACIMIENTO, QUE LE DIO DE COMER O
BEBER AL BEBE? (puede haber mas de una opcion)

NUMERO DE VECES/DIA ! CANDIDAD {ONZAS)

(1) LECHE MATERNA ! '
(2) BIBERON CON FORMULA !
(3) AGUA CON AZUCAR !
(4) Jugo '
,

\

H

{5) AGUA DE ARROZ
{6) AGUA
(7) TE
(8) ALIMENTOS SOLIDOS
{9) NO SABE ottt

15, COMO LO ALIMENTA ACTUALMENTE? (puede haber mas de una opcion)



18

18.

20

21.

22.

23.

24,

A

(1) PECHO (2} BIBERON LECHE MATERNA

(4) BIBERON OTROS (especi

{5

ALIMENTOS SOL1DOS,

NEXO 5

figque)

(3) BIBERON FORMULA

SI LE DA BIBERON, LO HIERVE AN

SIEMPRE {2)
NO SE APLICA

(1
{4

TES DE DARSELO?

EN QCASIONES

(3) NUNCA

HIERVE EL AGUA PARA PREPARAR EL ALIMENTO DEL BEBE (formula, te etc.)

{1) SIEMPRE {2}
(4) NO SE APLICA

CUANTO TIEMPO HIERVE EL AGUA?

(1} -DE 10 HIN {2) 1
(4) NO SE APLICA

SI LE DA PECHO: TIENE ALGUR PR

{1) s8I {2)
!

Rt/
QUE TIPO DE PROBLEMA?

EN OCASIONFS

0 A 20 MIN

OBLEMA PARA LACTAR?

{3) NUNCA

{3} + DE 20 MIN

NO {3) NO SE APLICA

SI NO LE DA PECHO TUVO ALGUN D

ROBLEMA PARA LACTAR?

(1) ?l ) NO (3} NO SE APLICA
fit/
QUE TIPO DE PROBLEMA?
TUVO H1JOS PREVIOS A ESTE?
{1) sI {2} NO (pasar a la P, 25)
LES HA DADO PECHO A LO NI1ROS PREVIOS?
(1) A TODOS {(2) A ALAUNOS (3) A NINGUNO

CUANTOS MESES LE DIO PECHO AL ULTIMO HIJO QUE ALIMENTO?

ESTA TOMANDO ACTUALMENTE ALGUN
{1} st (2
mt

CUAL MEDICAMENTO?

MEDICAMENTO LA MAMA?

} NO

ESTA TOMANDO ACTUALMENTE ALGUN
(1) st (
at

CUAL MEDICAMENTO?

MEDICAMENTO EL BEBE?
2) NoO

HERPES



26,

27.

28.

ANEXO 5
ALGUNA VEZ LA MADRE HA TERIDO FUEGOS? (HERPES)
(1) 81 (2) NO

EN LOS ULTIMOS DOCE MESES CUANTAS VECES TUVO FUEGOS?

ALGUNA VEZ SU ESPOSO HA TENIDO FUEGOS? (HERPES)

(1) s1 {2) NO
(4) NO SE APLICA (pase u P 31)

(HERPES)

(3} NO SABE

!

EN LOS UTIMOS DOCE MESES CUANTAS VECES TUVO FUEGOS EL ESPOSO? (HERPES)!_!_ !

v -

29.
30. A PARTE DE USTED Y SU ESPOSO, ALGUIEN MAS DE LOS QUE VIVEN EN ESTA CASA

HA TENIDO FUEGOS? (HERPES)

(1) s1 {2) NO {3) NO SABE {4) NO SE APLICA
!
Rt/
NOMBRES
HACINAMIENTO, VIVIENDA E RIGIENE DE LA- CASA :: = =

31.. CUANTOS DORMITORIOS HAY EN LA CASA?

3z2.

33.

4.

(1) 1 DORMITORIO {2) 2 DORMITORIOS
(4) 4 O MAS DORMITORIOS

EXISTE ALGUNO QUE NO TENGA VENTANAS?
(1) 81 (2} %O {pase a la P 35}
¢

I

CUANTOS DORMITORIOS?

(1) 1 DORMITORIO (2) 2 DORMITORIOS
(4) 4 O MAS DORMITORIOS

CUANTAS PERSONAS DUERMEN EN ESTOS DORMITORIOS?

(3). 3 DORMITORIOS

(3} 3 DORMITORIOS

35. CUANTAS PERSONAS DUERMEN EN FI MISMO CUARTO DEL BEBE? {aparte de el} !

36.

37.

CUANTAS PERSONAS DUERMEN EN LA MISMA CAMA DEL BEBE? (aparte de el)

DE QUE MATERIAL ES EL PISO DE LA CASA?

(1) MOSAICO (2) TIERRA
(4) OTROS

. DE QUE MATERIAL SON LAS PAREDES DE LA CASA?

(3) CEMENTO



a9.

40.

42

43

46,
470

48.

CARTON

{2) MADERA (3) LAMINA DE METAL
ADOBE - 1

i (5) LADRILLO 1!
TIENE UN CUARTO APARTE PARA PREPARAR LOS ALINENTOS?
(1) st (2) NO [

CUAL ES EL LUGAR EN DONDE LA MAYORIA DE LOS MIEMBROS DE LA FAMILIA "VAN AL .~
”

{A) COMUN {B) FAMILIAR

COMO OLBTIENE EL AGUA PARA SU USO EN CASA? (puede haber mas de una upcion)

(1) ENTUBADA -TOMA INTRADOMICILIARIA

{2} ENTUBADA -TOMA EXTRADOMICILIARIA

(41 PIPA

{1) OTRUS I SO

COMO "ALMAUENS AL AGUA PARA BEBER O PREPARAR ALIMENTOS

{1) 80 1A
13) RECIPLE

(2) RECIPIENTE SIEMPRE CUBIERTO
(4) RECIPIENTE NUNCA CUBIERTC L

MAUENA
QUASIONALMFENTE CUBIERTO

VC(VJMO ALMACENS EL AGUA PARA OTROS USOS? (puede haber mas de urd opciunj

(1) MO LA ALMACENA
{33 TANLU CERRALO
(3) PILETA

(2) CISTERNA
{4) TAMBO ABIERTO
(6) OTxOS

PARA LAVARSF LAS MANOS, TIEKE QUE SALIR DE LA CASA?

{1} SIEMPRE
CON QUE FRECUEMCIA BARA A SU BEBE?

i1) + DE UNA VEZ AL DIA
(3] CADA LOS DIAS

HAY ALCUN -RECIPIENTE ESPECIAL PARA COLOCAR LA BASURA DENTRD DE LA CASN?

(2) OCASIONALMENTE

{2) UNA VEZ AL DIA
{4) CADA 3 DIAS O MAS !

(3) NENCA L. :

(15 5t (2} NO (pasar a P. 19) ot
EL RECIPIESTE :3T4 TAPADO? :
FECH AL (2) OCASIONALMENTE (3} NUNCA vt

HAY ALGEN TUGAR ESPECIALL PARA COLOCAR LA BASURA FUERA DE LA CASA?

{2) NO

EL:RECIPIENIE ESTA TAPADU

(33781,

@

{2) OCASIUNALMENTE

{pasar a P. 51} 1_1

(2 NUNCA L.



ANEXO 5

50. COMO DESECHA LA BASURA? (puede haber mam de una opcion)

(1)} CAMION RECOLECTOR (2) LA ENTIERRA
(3) LA QUEMA {4) LA TIRA AL AIRE LIBRE

NIVEL EDUCACIONAL
51. LA MAMA SABE LEER Y ESCRIBIR?
(1) sI (2) No 1t

§2. HASTA QUE NIVEL ESCOLAR ESTUDIO LA MAMA? (cuantos afios)

(1) NO ESTUDIO {2) PRIMARIA
{3) SECUNDARIA {4) PREPARATORIA
(5) PROPESIONAL {6) TECNICO | -

§3. SABE LEER Y ESCRIBIR EL ESPOS0?
(1) 81 (2) NO (3) NO SE APLICA (pasar P.56) -t

54. HASTA QUE NIVEL ESCOLAR ESTUDIO EL ESPOS0? (cuantos afios)

(1) NO ESTUDIO (2} PRIMARIA
(3) SECUNDARIA {4) PREPARATORIA
(5) PROFESIONAL {6) TECNICO 1

NIVEL SOCIOECONOMICO

Identifique primeramente a)l jefe de familia, es decir a la persona que de el
sosten principal a la familia.

55. CUAL ES EL SALARIO MENSUAL DEL JEFE DE FAMILIA?

{1) NO ESPECIFICA {2) MENOS DEL SALARIO MINIMO
{3) SALARIO MINIMO (4) 1-2 SALARIO MINIMO
(5) 3-4 SALARIO MINIMO (6) 5 0 MAS SALARIO MINIMO !

56, EL SALARIO ES F[JO?
(1) 81 (2) NO -
57. DE CUANTO ES EL GASTO FAMILIAR POR SEMANA? (sin incluir la renta)

(1) 1-2 DIAS 3.M. (2) 3-4 DIAS S.M. (3) 5-7 DIAS S.M.
(4) B-10 DIAS S.M. {5) 11 O MAS S.M. t_!
58, CUAL ES LA OCUPACION DEL JEFE DE FAMILIA? (especifique la posicion y el lugar
de trabajo y si es Militar el rango) t_ 1




ANEXO 5
59. CUANTA§ PERSONAS APARTE DEL JEFE DE FAMILIA APORTAN DINERO PARA EL GASTO FA--
M[LlA?l) i\INGUhA {2) 1 PERSONA {3) 2 U MAS PERSONAS
60. LA -MAMA TIENE ALGUN EMPLEO FUERA DE CASA?
{1) sI {2) NO (pasar a ia P. 63)
(A) ;:'IJO {B) OCASIONAL L.

81, CUAL ES LA ACTIVIDAD QUE REALIZA? (especifique la posicion y el lugar de
trabajo)

EXPOSICION EN HERMANOS

62. CUANTOS H1JOS MENORES DE 5 AROS ASISTEN REGULARMENTE A GUARDERIA?

{1} NINGUKO {2) 1 HLJO (3) 2-3 H1JOS
(4) 4 0 MAS HIJOS _

GRACIAS POR AYUDARNUS A RESOLVER ESTE CUESTIONARIO
ENTREVISTA COMPLETA:
ENTREVISTA IMCOMPLETA ----> ESPECIFIQUE.

A JUICIO DEL ENTREVISTADOR LA COOPERACION DE LA ENTREVISTADA FUE:
- (1) BUENA {2) REGULAR (3) MALA

Y LA CALIDAD DE LA INFORMACION FUE:
{1) BUENA (2) REGULAR (3) MALA



INSTITUTO HACIONAL DE LA RUTRICION
" SALVADDR ZUBIRAN

CUESTIONARID ANEXO

Y. IDENTIFICACIOM: ¢ ! 1 1.}
2. MACGRE: !

i - N [
Nombre Primer Apellido wgunds -apallido

Z. FECHA DE-LA ENTREVISTA: ! H RTINS i, JONS
“ Hés “GiaT TAnG

P rT

4. ENTREVISTADORA:

de su hijo (a) incluice en el estudias

Favor de hacer las siquientes preguntas a*la’médi~a«

1. CUANTO PESO AL NAGER? ! LG YRS

DURANTE LOS DOS PRIMEROS A+ 0S DE EDAD, DE SU HIJOD :(A) HA.:..

2.
ESTADQ EN ALGUNA GUARDERIA O CASA CUNA? E
élg $1 (pase a la pregunta 3) -
2) NO (pase a la pregunta 4 H 4
3. DURANTE CUANTO TIEMPO? H H
FECHA DE INICIO ! ¢ PR L.
MES~ TTia TAWS
FECHA DE TERMINO ! ST S S
fes  Dia "anb
4, DURANTE LOS 00S PRIMEROS AxOS DECEDAD DEL NI#O x‘)?;{ ALGU~

RO DE SUS HERMANOS HA ACUDRIDOD A CASA CUNA. GUAR ta 0
ESEUFLA? -
{1) $1 (pase a pregunta 5{
{2) NO (pase a pregunta 6

5. CUANTOS HERMANOS MENDRES DE S AWOS HAN ACUDIDO?

\ N N L o

6. DURANTE LOS DOS PRIMERQS A0S DE EDAD DEL NIk (A), LA
MADRE HA JENIDO ALGUN TRABAJD FUERA OF Lfi CASAT L

}13 51 2nase a preomta 7) R o
2) HO (termne el cuestionario) - -t ¥

7. DURANTE CUANTO TIEMPOT ¢ H H : | F—

FECHA DE INICIO B 4 b r_t
e TTET TAuE

FECHA DE TERMINO ! LI Pt
s~ TO1d T TAad

8. DURANTE CUANTAS HORAS AL DIA? H ¢ U [
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