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RESUMEN

Se llevo a cabo la evaluacion de un método inmunocromatografico para el
diagnostico de rotavirus y adenovirus 40/41 conocido comercialmente como
GastroVir-Strip, de la casa comercial Coris BioConcept, utilizando como método de
referencia (prueba de oro) la electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE). Para ello
se utilizaron 125 muestras de heces de niflos que cursaron diarrea aguda en el afio
2009 y que se mantenian en el Laboratorio de Virologia del Postgrado en Biologia
Aplicada de la Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre. Estas muestras,
anteriormente examinadas por ELISA, fueron reexaminadas por electroforesis en
geles de poliacrilamida, y luego analizadas por el método imunocromatografico. Se
obtuvo una sensibilidad de 98,5% y una especificidad de 100,0% para el método
inmunocromatografico. Los valores predictivos positivo (VPP) y negativo (VPN), sin
tomar en cuenta la prevalencia de la infeccion fueron del 100,0% y 98,3%
respectivamente, mientras que tomando en cuenta la prevalencia los valores fueron de
92,4% y 99,5% respectivamente. Del total de muestras analizadas se encontrdé una
muestra (0,8%) positiva para adenovirus por inmunocromatografia, la cual no pudo
ser confirmada por microscopia electronica (ME), tal vez porque la muestra fecal no
contenia particulas virales intactas para su observacion. Los resultados indican que el
método inmunocromatografico evaluado en esta investigaciéon cumple con los
requisitos necesarios para considerarla como prueba de primera eleccion ya que
ademas de tener una elevada sensibilidad y especificidad permite distinguir a
individuos enfermos de los que no lo estan con una alta confiabilidad, es facil de

realizar y requiere poco tiempo.



INTRODUCCION

La gastroenteritis aguda es una de las enfermedades mas comunes en el ser
humano y continua siendo una de las causas significantes de morbilidad y mortalidad
alrededor del mundo (WHO, 1999). El rotavirus es el principal agente causal de esta

enfermedad y es la mayor causa de mortalidad infantil en paises en desarrollo.

La incidencia de la infeccion por rotavirus es similar en los paises en desarrollo y
en los desarrollados, donde ni la calidad del suministro de agua ni las condiciones
higiénicas y sanitarias han demostrado influir en el control de la infeccion. Sin embargo,
en los paises mas pobres la letalidad es mayor, producto de la desnutricion y de las

dificultades para acceder oportunamente a los servicios de salud (Sirok et al., 20006).

Entre los afios 1986 y 2000 el rotavirus caus6 en todo el mundo 111 millones de
episodios de diarrea infantil que requirieron cuidados en el hogar, ocasion6 25 millones
de consultas, dos millones de hospitalizaciones y un promedio de 440 mil muertes
(Parashar et al., 2003). Se estima que a los 5 afos de edad, casi todos los nifios han
experimentado un episodio de diarrea por rotavirus, uno de cada cinco nifios ha asistido
a una consulta médica; uno de cada 65 de ellos ha requerido hospitalizacion y

aproximadamente uno de cada 293 muere (Parashar et al., 2003).

Un estudio realizado por Parashar et al. (2006) que para ¢l periodo de 2000 a 2004
hubo un incremento de las muertes de nifios por rotavirus, que ascendieron a mas de 600
mil a nivel global. En América Latina se estima que 10 millones de nifios sufren esta
enfermedad todos los afios, lo que resulta en dos millones de consultas. De ellos, 75 mil

son hospitalizados y 15 mil mueren.

En Venezuela, los rotavirus constituyen la principal causa de diarrea severa en
nifios menores de 5 aflos ya que estdn asociados aproximadamente a una cuarta parte

(23%) de todos los episodios de diarrea que requieren tratamiento médico y a un tercio
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(33%) de aquellos que necesitan hospitalizacion (Salinas et al., 2004).

Los rotavirus humanos fueron inicialmente descritos por Bishop et al. (1973) en
Australia, quienes observaron particulas virales al microscopio electronico (ME) en
biopsias de intestino delgado de nifios que tenian diarrea severa de origen no bacteriano.
Basandose en la morfologia de estos virus, cuya apariencia al microscopio electronico
era similar a la de una rueda de carreta antigua, fueron bautizados con el nombre de

rotavirus, del latin rota, que quiere decir rueda (Flewett et al., 1974).

El género Rotavirus pertenece a la familia Reoviridae. Son virus desnudos con
simetria icosaédrica de 75 nm. La cépside estd formada por tres capas proteicas
concéntricas que engloban el material genético, el cual estd constituido por once
segmentos de acido ribonucleico (ARN) de doble cadena (Estes, 2001). La capa externa
del virién esta formada por dos proteinas: la glicoproteina VP7 que le da un aspecto liso
a la particula viral y por la proteina VP4 en forma de espigas. La intermedia, de
aproximadamente 10 nm de grosor, estd constituida por trimeros de la proteina VP6,
dandole a la particula un aspecto rugoso, esta proteina es la mas abundante del virus,
constituyendo aproximadamente el 40% de la proteina total del virion. La capa interna
formada por la proteina VP2 es la que encierra en su interior al genoma viral (Lawton et

al., 1997; Estes, 2001).

En funcién de la especificidad serologica de la VP6, se han descrito siete grupos
diferentes, asignandoles letras, de la A a la G. Los virus del grupo A son los que
producen infecciones habituales en el ser humano, aunque los del grupo B y C también
han sido asociados ocasionalmente con la enfermedad en humanos. Los rotavirus de los
grupos D, E y F solo se han aislado de especies animales (O’Ryan et al., 2005). Los
rotavirus humanos del grupo A se subdividen a su vez en dos subgrupos (subgrupo Iy

subgrupo II) (Estes, 2001).

Las proteinas de la capa externa VP7 y VP4 inducen la produccion de anticuerpos
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neutralizantes y se han utilizado para una clasificacion dual en serotipos. Los serotipos
definidos por la VP7 se denominan G (designacion dada a esta por ser una glicoproteina)
y los definidos por VP4 se denominan P (por ser sensibles a las proteasas). Existen 15
serotipos G y 20 genotipos P, de los cuales 10 (G) y 12 (P), se conoce que infectan a
humanos. Las combinaciones de serotipos G y P pueden ser teéricamente muchas, pero
solo cinco combinaciones son las mas frecuentes en el mundo: G1P[8], G3P[8], G4P[8],

G9P[8] y G2P[4] (Santos y Hoshino, 2005).

El periodo de incubacion del rotavirus es de uno a tres dias postinfeccion y los
sintomas varian desde una infeccidén subclinica a una diarrea leve, moderada o severa.
En ocasiones pueden aparecer vomitos con una duraciéon media aproximada de 2 a 6
dias. Con frecuencia los vomitos aparecen primero que la diarrea, pero esta ultima se
mantiene por mas tiempo. También puede presentarse fiebre generalmente en entre 38°C
y 39°C, dolor abdominal, y algunos presentan manifestaciones respiratorias de las vias
superiores. La diarrea tiene una duracion aproximada de 2 a 5 dias (Farkas y Jiang,

2007).

La mortalidad asociada a esta enfermedad es debida a la severa deshidratacion que
provoca la infeccion, por lo que la recomendacion principal en este padecimiento es la
de rehidratar y mantener el balance electrolitico del paciente. Las manifestaciones
clinicas de la infeccion por rotavirus no son suficientes para ofrecer un diagndstico
preciso, por lo que se requiere de la deteccion directa del virus, o del antigeno viral, en

las heces (Kapikian y Chanock, 2001).

La principal ruta de transmision de los rotavirus es la via fecal-oral, aunque
también se ha especulado que el contacto persona a persona, el contacto con secreciones
respiratorias, y/o el contacto con superficies contaminadas pudieran ser fuentes de
transmision, ya que los altos indices de infeccion por este virus en los primeros tres afios
de vida, en todo el mundo son independientes de las condiciones higiénicas y sanitarias

(Arias et al., 2002; Pérez et al., 2005).



Aunque existen distintos métodos para detectar rotavirus en las heces, los mas
habituales en la practica clinica son las técnicas inmunologicas (inmunoensayo
enzimatico, aglutinacion con latex e inmunocromatografia), que detectan antigenos de
rotavirus del grupo A, mas especificamente la proteina VP6. Entre estos métodos
inmunologicos, el inmunoensayo enzimatico es el considerado de referencia por su
elevada sensibilidad y especificidad (Flewett et al., 1989). La inmunocromatografia es
una técnica introducida mds recientemente, y numerosas casas comerciales han
desarrollado pruebas para el diagnostico de rotavirus basados en este método, en el cual
se emplean anticuerpos monoclonales (Bon et al., 2007). Se trata de métodos
diagnosticos sencillos, rapidos, que no requieren instrumental especial y que presentan
valores de sensibilidad y especificidad muy similares a los mostrados por el

inmunoensayo enzimatico (Wilhelmi et al., 2001).

Existen otros métodos para detectar rotavirus pero no estan disponibles en muchos
laboratorios, como la microscopia electronica directa y la inmunoelectromicroscopia
(Buesa et al., 2000). Los métodos moleculares detectan la presencia de ARN virico, bien
poniendo de manifiesto segmentos de ARN bicatenario mediante la electroforesis en gel
de poliacrilamida (PAGE), o bien amplificando por reaccidén en cadena de la polimerasa
(PCR) el 4cido desoxirribonucleico complementario (ADNc) previamente sintetizado
por reaccion de transcripcion inversa (RT-PCR). Estos métodos requieren la extraccion
previa del acido nucleico virico. Por otro lado, tienen la ventaja de que permiten
caracterizar los diferentes aislados, bien por el patron electroforético del ARN virico
(electroforetipo) o bien determinando el genotipo G y P por PCR semi-anidada,
utilizando los cebadores adecuados. La deteccion de rotavirus de grupos B y C se puede
realizar también utilizando PAGE. Estas técnicas han abierto la posibilidad de estudiar la
evolucion y la variabilidad de los rotavirus en diferentes regiones geograficas y a lo

largo del tiempo (Buesa et al., 2000).

Otro virus de importancia en la gastroenteritis infantil es adenovirus, el cual fue

descrito por primera vez como agente viral tnico por Rowe et al. (1953) mientras
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intentaban establecer cultivos celulares de amigdalas y tejido adenoideo (Cevenini et al.,
1997). Presenta tasas variables de infeccion, y son responsables del 1 al 20% de los
casos de diarrea en la infancia (Farkas et al., 2007). Se observa en varios paises sin
considerarse endémica de alguna zona en particular, infectando de igual forma a nifias y
nifios en cualquier época del afio ya que no se han presentado patrones de estacionalidad
para la infeccion. En paises como China, Guatemala y Estados Unidos se han reportado
del 5% al 18% de infecciones causadas por este agente viral y en menor porcentaje (2%)

en Tailandia, Venezuela y Brasil (Cevenini et al., 1997).

Los adenovirus humanos pertenecen a la familia Adenoviridae. Poseen apariencia
esférica, con un didmetro de 70-90 nm, carecen de envoltura y poseen una cépside de
simetria icosaédrica, compuesta por 12 pentones y 240 hexones (Matthews, 1979). El
material genético de los adenovirus estd constituido por un éacido desoxirribonucleico
(ADN) bicatenario lineal cuya masa molecular oscila entre 20 y 25 M, (Wadell et al.,
1984).

Los 51 diferentes serotipos de adenovirus humanos han sido clasificados en seis
subgéneros (A-F) sobre la base de sus caracteristicas biofisicas y bioquimicas (Benko y
Harrach, 2003). Los serotipos entéricos que mas frecuentemente estan asociados con la
gastroenteritis causada por adenovirus son el 40 y 41, los cuales pertenecen al subgénero
F y los serotipos 1, 2, 5 y 6 pertenecientes al subgénero C. También, aunque en menor
numero, pueden darse aislamientos asociados a gastroenteritis pertenecientes al

subgénero A, de los serotipos 12, 18 y 31 (Baum, 2000).

Entre los sintomas asociados a la infeccion de adenovirus entéricos, la diarrea
parece ser el sintoma predominante, acompafiada o no de vOmitos, inapetencia y
decaimiento. Estas manifestaciones clinicas van desde una enfermedad sin fiebre hasta
un estado comatoso provocado por la deshidratacion (Cruz et al., 1998). El cuadro de

gastroenteritis por adenovirus entéricos es menos grave que el de rotavirus (Uhnoo et al.,

1998).



Los adenovirus pueden ser detectados a través de microscopia electronica
basandose en su morfologia tipica, cuando se encuentran en elevadas concentraciones en
las heces, lo que con frecuencia ocurre en las personas infectadas que presentan
sintomatologia, aunque se estima que se requiere del orden de 10° particulas viricas por
gramo de muestra para poder ser observadas. La inmunoelectromicroscopia, utilizando
antisueros o anticuerpos monoclonales, incrementa la sensibilidad de la ME (Buesa et

al., 2009).

Existen otras técnicas que permiten detectar antigenos (proteinas virales) o parte
del genoma (ADN) viral. Ejemplo de ello serian, la ME, la aglutinacion en latex,
radioinmunoandlisis e inmunoensayos enzimdticos cuando se utilizan anticuerpos
policlonales, ya que no distinguen los adenovirus entéricos de los otros adenovirus. Sin
embargo, su sensibilidad para los serotipos 40 y 41 aumenta cuando para éstas mismas
técnicas se emplean anticuerpos monoclonales (Halonen et al., 1980; Johannson et al.,
1980). Ademdas de estas técnicas, se han descrito ensayos de hibridacion de acidos
nucleicos, muy sensibles para detectar adenovirus entéricos fecales (Takiff et al., 1985;

Hadmmon et al., 1987).

Los laboratorios clinicos, que no cuentan con métodos moleculares, dependen de
métodos mas sencillos pero confiables para dar resultados en poco tiempo al médico
tratante. Toda prueba diagnoéstica debe reflejar su capacidad de proporcionar resultados
verdaderos de aquello que se esta evaluando y este desempefio se puede medir a través

de la sensibilidad y especificidad (Jaimes, 2007).

En 1947, Yerushalmy introdujo los términos de sensibilidad y especificidad como
indicadores estadisticos que evalian el grado de eficacia inherente a una prueba
diagnostica. El mismo autor define la sensibilidad como la capacidad de la prueba para
detectar a un sujeto enfermo, es decir, expresa cuan sensible es la prueba en detectar
presencia del agente etiologico de la enfermedad en un individuo y a la especificidad

como, la capacidad que tiene la prueba de identificar como sanos o no enfermos, a los
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que efectivamente lo son.

Considerando la alta mortalidad ocasionada por la gastroenteritis en nifios menores
de 5 afios, surge la necesidad de utilizar métodos rapidos y confiables para su
diagnéstico, a fin de asegurar una terapia adecuada, por lo que el propodsito de este
estudio fue conocer la utilidad de uno de los métodos diagnodsticos mas utilizados
actualmente en nuestro pais, evaluando la sensibilidad y especificidad de una prueba
comercial que detecta rotavirus de grupo A y adenovirus 40/41; basado en el método
inmunocromatografico con anticuerpos monoclonales y utilizando como referencia la
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) de alta especificidad para los rotavirus y

la microscopia electronica para adenovirus.

El objetivo general que se persiguid con esta investigacion fue, evaluar un método
inmunocromatografico comercial para la deteccion de rotavirus humano y adenovirus
40/41 en heces de nifios menores de cinco afios con diarrea aguda. Para tal fin, se
plantearon los siguientes objetivos especificos: identificar la presencia de rotavirus
humanos en heces de nifios diarreicos por electroforesis en gel de poliacrilamida
(prueba de oro), detectar rotavirus humano y adenovirus 40/41 en heces de nifios
diarreicos por inmunocromatografia, confirmar la presencia de adenovirus 40/41 en
heces de nifios diarreicos por microscopia electronica y calcular la sensibilidad y
especificidad, asi como el valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo, del

ensayo inmunocromatografico.



METODOLOGIA

Muestras de Heces
Se utilizaron 125 muestras de heces provenientes de igual nimero de nifios

menores de cinco afios que cursaron diarrea aguda en el afo 2009, en Cumand, estado
Sucre, Venezuela, y que se mantenian congeladas a — 70 °C (Nuaire Ultralow Freezer,
Korea del sur) en el Laboratorio de Virologia del Postgrado en Biologia Aplicada de la
Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre. Estas muestras, previamente examinadas por
ELISA, fueron reexaminadas para confirmar la presencia de rotavirus por electroforesis
en geles de poliacrilamida (PAGE, por sus siglas en inglés), que fue la técnica utilizada
como prueba de oro o “gold standard” en la evaluacion del ensayo

inmunocromatografico.

Determinacion de rotavirus por electroforesis en geles de poliacrilamida
(PAGE) (Sulbaran et al., 2000).
Todas las muestras de heces fueron tratadas con una solucion de acetato de sodio

0,1 mol/l que contenia dodecyl sulfato sodico (SDS, por sus siglas en inglés) al 1%.
Luego se le afiadi6 un volumen igual de una mezcla de fenol-cloroformo y se agitd
vigorosamente por 3 minutos. La emulsion resultante se centrifugé a 10 000 g por 20
minutos y del sobrenadante se separaron 500 pl. El ARN encontrado en el sobrenadante
se concentrd por el método de Sambrook et al. (1989), anadiendo etanol frio absoluto al
sobrenadante en una relacion aproximada de 2:1, se agité y dejo toda la noche a 4°C.
Luego, se centrifugd y el ARN precipitado se resuspendié en 50 pl de la mezcla de
disociacion [tris(hidroximetil)aminometano 0,5 mol/l ajustado a pH 6,8 con acido

clorhidrico, gicerina al 0,76%, SDS 20% y azul de bromofenol].

La separacion de los segmentos de ARN de los rotavirus se realizd por
electroforesis en geles planos de poliacrilamida a una concentracion de 5%, la cual se
dej6 correr entre 5 y 7 horas a temperatura ambiente con una corriente constante de 30

mA (Chudzio et al., 1989).



Finalizada la corrida, los geles se lavaron con agua bidestilada por 30 minutos,
agitindose constantemente. Seguidamente, se reemplazd por una solucion de nitrato de
plata (AgNOs3) 12 mmol/l por 30 minutos y se enjuagaron dos veces con agua
bidestilada. La etapa de reduccion, se llevd a cabo por un maximo de 6 minutos, con una
solucion de hidroxido de sodio 0,75 mol/l que contenia formaldehido 0,76%, hasta que
las bandas fueron claramente visibles. Para detener el revelado los geles se colocaron en

acido acético al 5%.

Deteccion de adenovirus por microscopia electrénica de transmision
(MET)
Las muestras de heces se resuspendieron al 20% en tampon fosfato salino y

posteriormente se clarificaron por centrifugaciéon a 3 000 g durante 15 minutos. Los
sobrenadantes se colocaron en una rejilla de cobre (400 mesh) cubierta con Formvar e
impregnada con carbon. Las particulas virales adheridas a la rejilla fueron tefiidas
negativamente con acido fosfotingstico al 2%. Luego se examinaron en un microscopio
electronico de transmision (MET) Hitachi H-600 (60 000 a 80 000 X) en el Instituto de
Investigaciones en Biomedicina y Ciencias Aplicadas de la Universidad de Oriente
(UDO) “Susan Tai” (IIBCAUDO). Las heces fueron consideradas negativas cuando

ninguna particula viral fue detectada en los diversos campos de la rejilla.

Deteccion de rotavirus y adenovirus por inmunocromatografia (GastroVir-
Strip, Coris)
El principio de la prueba estd basado en un sistema de membranas de nitrocelulosa

que contienen anticuerpos monoclonales dirigidos contra rotavirus y adenovirus. Los
anticuerpos monoclonales dirigidos contra epitopes de la VP6 del rotavirus humano del
grupo A, y contra proteinas especificas del adenovirus 40/41 humano, conjugados con
particulas de latex. Estos complejos se encuentran inmovilizados en las tiras de

nitrocelulosa.

Cuando se introduce la tira en la fase liquida de la suspension fecal, el conjugado

(latex-anticuerpos monoclonales) migra por capilaridad junto con la muestra hasta



encontrarse con el anticuerpo monoclonal anti adenovirus y formar un complejo (latex-
anticuerpo monoclonal-adenovirus). La migracion continuard y el nuevo complejo se
fijara en el anticuerpo monoclonal adsorbido en una zona especifica de la nitrocelulosa,

en donde aparecerd una banda roja.

La solucioén contintia la migracion por la tira hasta encontrarse con anticuerpos
monoclonales anti-rotavirus adsorbidos a la nitrocelulosa y formar el complejo
conjugado-rotavirus que se fijard a anticuerpos monoclonales anti-rotavirus y aparecera

una banda azul.

De acuerdo con la metodologia sugerida por el fabricante, se afiadieron 0,5 ml 6 15
gotas de la solucion del tampon de dilucion en tubos de ensayo de 3 6 5 ml de capacidad.
Se introdujo con un aplicador de madera en cada tubo previamente rotulado, una
cantidad suficiente de muestra fecal para obtener una dilucion aproximada de 4% p/v.
Para muestras liquidas, se tomaron aproximadamente 150 pl y se afiadieron al tubo que
contenia la solucién tampon. Luego se agitd para homogeneizar la solucion y se dejo
reposar de 1 a 2 minutos. Finalmente, se sumergio la tira sensibilizada en cada tubo en el

sentido indicado por la flecha roja (Anexo 1).

Se dejo incubar durante 10 minutos. Si la muestra fecal contiene rotavirus y/o
adenovirus apareceran unas bandas azul y/o roja, respectivamente, en zonas especificas
de la tira de nitrocelulosa. En ambos resultados aparecera una banda adicional

correspondiente al control interno del ensayo.

Evaluacion del ensayo inmunocromatografico
Para la evaluacion del ensayo inmunocromatografico se calcularon e interpretaron

los siguientes parametros estadisticos: sensibilidad, especificidad, valor predictivo

positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN).

Para realizar los célculos de estos parametros se emplearon las formulas
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matematicas propuestas por Jaimes, 2007 y que estan senaladas abajo. Los analisis
estadisticos fueron calculados a su vez, con el programa OpenEpi 2.3.1. La prevalencia
estimada de rotavirus en la poblacion infantil, utilizada en los calculos de VPP, VPN,

fue del 20 %:

verdaderos positivos

Sensibilidad (S)= x 100

verdaderos positivos + falsos negativos

verdaderos negativos

Especificidad &)= x 100

verdaderos negativos + falsos positivos

verdaderos positivos

Valor predicitve— x 100

positivo (VPP) * verdaderos positivos + falsos positivos

verdaderos negativos

Valor predicitve—= x 100

negativo (VPN)* verdaderos negativos + falsos negativos

prevalencia x sensibilidad

Valor predicitve— x 100
positivo (VPP) ** (prev. x sen.) + [(1 — prev.) x (1 —sen.)]
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(1 — prevalencia) x especificidad

Valor predicitve— x 100

negativo (VPN) ** [(1 — prev.) x especificidad)] + [(prev x (1 — sen.)]

* Valores predictivos sin tomar en cuenta la prevalencia.

** Valores predictivos tomando en cuenta la prevalencia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La necesidad de realizar un diagndstico rapido de los agentes etiologicos de la
gastroenteritis para instaurar un tratamiento eficaz de la diarrea ha impulsado el
desarrollo de técnicas diagnosticas que disminuyan el tiempo necesario para la obtencion
de los resultados y que tengan altos niveles de fiabilidad, para orientar el tratamiento de
las gastroenteritis y restringir la transmision de los virus. Los métodos
inmunocromatograficos cumplen con estas caracteristicas, pero antes requieren de

evaluaciones en cuanto a su sensibilidad y especificidad para asegurar la confiabilidad.

De las 125 muestras de heces facilitadas por el Laboratorio de Virologia del
Postgrado en Biologia Aplicada de la Universidad de Oriente, utilizadas en una
investigacion previa donde se empled como método diagndstico para rotavirus el

inmunoensayo enzimatico (ELISA), se obtuvieron 67 muestras positivas y 58 negativas.

Con el fin de confirmar la presencia de rotavirus en dichas muestras, se procedi6 a
determinar la presencia del genoma viral por PAGE. Los resultados obtenidos fueron
exactamente iguales a los de ELISA: 67 muestras positivas para rotavirus, que mostraron

el patron tipico de ARN de los rotavirus del grupo A en el gel y 58 muestras negativas.

Una vez reexaminadas las muestras por PAGE, estas fueron analizadas por el
método inmunocromatografico, resultando 66 positivas a rotavirus humano y 59
negativas (tabla 1), lo que significa que el Gltimo método detectd el 98,5% de las
positivas por PAGE. Este alto porcentaje de deteccion de rotavirus humanos podria
atribuirsele al hecho de que la prueba inmunocromatografica emplea anticuerpos
monoclonales de captura dirigidos especificamente contra epitopes de la proteina VP6

de los rotavirus que aun se encontraban intactos en las muestras utilizadas en el estudio.

13



Tabla 1. Comparacibn de resultados obtenidos por el método
inmunocromatografico respecto a la electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE).

PAGE (prueba de oro)

Positivos Negativos Total
Positivos 66 0 66
GastroVir-Strip
Negativos 1 58 59
Total 67 58 125

Sensibilidad = 98,5 % (IC 95 %, 92,0 — 99,7)
Especificidad = 100,0 % (IC 95 %, 93,7 — 100,0)

En la determinacion de antigenos virales de adenovirus 40/41, solo se encontro 1
muestra positiva (0,8 %), de las 125 muestras analizadas, a través del método

inmunocromatografico.

Se ha estimado que entre el 1 al 20% de las diarreas virales en todo el mundo son
causadas por adenovirus (Farkas et al., 2007). El estudio realizado en el afo 2008 por
Cermeiio et al., en Ciudad Bolivar, demostr6 una prevalencia para adenovirus del 2,7%,
mientras que en el realizado por Rivero et al., (2009) en el estado Zulia, el mas reciente
realizado en nuestro pais, no se demostrd la presencia de adenovirus en la poblacion

estudiada.

La frecuencia de infeccion por adenovirus encontrada en este estudio, se ubica por
debajo de las reportadas por estos autores, y resulta importante destacar que a nivel
regional y nacional no hay estudios mas recientes que demuestren la presencia de este

agente en nifios con diarrea aguda y con los que puedan establecerse comparaciones.

Para constatar la presencia de adenovirus en la muestra fecal, positiva por
inmunocromatografia, se realizé una tincién negativa de la muestra para su observacion

al microscopio electronico de transmision.
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No se encontraron por ME particulas compatibles con la morfologia tipica de los
adenovirus, probablemente debido a que las muestras sufrieron varios procesos de
congelamiento y descongelamiento en el tiempo, lo cual dafiaron la integridad de la
particula. Sin embargo, es importante hacer notar que para la deteccién de adenovirus u
otros virus a través del método inmunocromatografico, no es necesario que la particula
viral permanezca integra en cuanto a su estructura, siempre y cuando las proteinas de la
capside de estos virus, capaces de interactuar con los anticuerpos fijados a la tira
reactiva, permanezcan intactas, lo que explicaria la muestra positiva para adenovirus

encontrada en este estudio por el método inmunocromatografico.

S6lo una muestra resultdé negativa para rotavirus a través del método
inmunocromatografico, pero positiva a través de PAGE. Este hecho podria explicarse
desde el punto de vista de cantidad de muestra utilizada para cada prueba. En la
inmunocromatografia se requiere diluir (aproximadamente 10%) una muy pequefia
cantidad de materia fecal en una solucion tampoén para luego sumergir la cinta reactiva y
luego obtener un resultado. Esto implica que cantidades muy bajas de proteina VP6 de
los RVH presentes en la muestra podria disminuir aun mdas al diluirlas en buffer
pudiendo no ser detectadas por este método. Sin embargo, para el método PAGE se
requiere una cantidad mayor de suspension fecal (aproximadamente 500 ml de la
suspension) para la extraccion del ARN viral con acetato de sodio y una mezcla de
fenol-cloroformo. Al tomar mayor cantidad de materia fecal aumenta la probabilidad de
incluir més particulas virales en el proceso de extraccion y asi obtener un resultado

positivo por PAGE.

La sensibilidad y la especificidad del método inmunocromatografico en estudio,
fue del 98,5 y 100,0 % respectivamente. Por lo que queda demostrado que atn siendo
una prueba sencilla de realizar y de bajo costo, es comparable y hasta igual de confiable
que la electroforesis en gel de poliacrilamida. El empleo de anticuerpos monoclonales en

pruebas como ¢éstas garantizan una elevada especificidad en comparaciéon con otros
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métodos seroldgicos utilizados para detectar rotavirus en muestras de heces.

La sensibilidad y especificidad de una prueba inmunoldgica debe mantener un
nivel mayor del 90,0% para considerarse como buena (Martinez, 2004). Esto concuerda
con los resultados obtenidos en esta investigacion, donde tanto la especificidad como la
sensibilidad del método inmunocromatografico evaluado, se encuentran por encima de

ese valor.

Existen varios estudios en los que se comparan métodos inmunocromato-graficos
comerciales para la deteccion de rotavirus en heces, con técnicas moleculares, como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Por ejemplo, los de Nguyen et al. (2007)
donde observaron una sensibilidad y una especificidad del 87,8% y 93,3%,
respectivamente, para Dipstick “Eiken” Rota kit, de SA Scientific; y el de Wilhelmi et
al. (2001) donde la sensibilidad y la especificidad fueron del 98,5% y 96,2%,

respectivamente, para Rota-Strip, de Coris BioConcept.

Es importante destacar que en este ultimo estudio los autores utilizaron el mismo
estuche de inmunocromatografia de la casa comercial Coris BioConcept, que se usé en
este trabajo obteniendo resultados similares a los reportados en el presente trabajo. Esto
demuestra que dicho estuche sigue manteniendo la misma sensibilidad y especificidad

de deteccion de RVH desde hace diez afios.

También, Bon et al. (2007) compararon la prueba VIKIA® Rota-Adeno con una
técnica de inmunoensayo enzimatico, y encontraron una sensibilidad del 92,5 % y una
especificidad del 100,0 %, valores similares a los hallados en esta investigacion. Téllez
et al. (2008) evaluaron la prueba inmunocromatografica conocida como Simple Rota-
Adeno, usando como método de referencia la RT-PCR. En este caso la sensibilidad y

especificidad fue de 98,4% y 84,8%.

De igual manera, Farina et al. (2008), evaluaron dos métodos inmunocromato-
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graficos de las marcas comerciales Operon Simple y SD Bioline Rotavirus, para los que
obtuvieron respectivamente valores de sensibilidad y especificidad de 98,8% y 82,4%
para Operon Simple y de 96,4% y 85,0% para SD Bioline Rotavirus. En dicha

investigacion se utilizo a PAGE como método de referencia.

Existe similitud entre los resultados obtenidos en esta investigacion con respecto a
los de todos los autores mencionados anteriormente, teniendo en cuenta que en dichas
investigaciones se usaron diferentes métodos de referencias o pruebas de oro, desde
técnicas seroldgicas hasta métodos moleculares y en todos los casos, el método
inmunocromatografico mostr6 valores de sensibilidad y especificidad superiores al
80,0%, demostrando que ademds de ser una prueba sencilla de realizar, es igual de

confiable que las técnicas consideradas como de referencia.

Las pequefias variaciones observadas entre la sensibilidad y especificidad
arrojadas por los diferentes métodos cromatograficos estudiados pudiera deberse a
varios factores como, la utilizacion de diferentes estandares de oro en los diversos
trabajos, al transporte y conservacion de la muestra, tiempo entre la recoleccion y
procesamiento, calidad de los anticuerpos de captura y presencia en la muestra de

enzimas que degradan proteinas o acidos nucleicos, entre otros (Ferreira et al., 2006).

Si bien la sensibilidad y especificidad son dos propiedades independientes no
deben analizarse por separado al momento de considerar la eleccion de una prueba.
Estas poseen como ventaja adicional de que son propiedades intrinsecas a la prueba
diagnostica, y definen su validez independientemente de cual sea la prevalencia de la
enfermedad en la poblacion a la cual se aplica (Jaimes, 2007). Al ser caracteristicas
intrinsecas de una medicion, la sensibilidad y la especificidad no experimentan grandes
variaciones segun el lugar en el que se apliquen, siempre que se realice en condiciones

similares (Cabello y Pozo, 1997).

A pesar de que la sensibilidad y la especificidad se consideran las caracteristicas
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operacionales fundamentales de una prueba diagndstica, en la practica su capacidad de
cuantificacion de la incertidumbre médica es limitada. Se necesita mas bien evaluar la
medida en que sus resultados modifican realmente el grado de conocimiento que se tenia
sobre el estado del paciente. Concretamente, interesa conocer la probabilidad de que un
individuo para el que se haya obtenido un resultado positivo, sea efectivamente un
enfermo; y lo contrario, conocer la probabilidad de que un individuo con un resultado
negativo esté efectivamente libre de la enfermedad, y las medidas o indicadores que
responden a estas interrogantes son los valores predictivos. Estos, no son una
caracteristica o una propiedad intrinseca de la prueba, sino que dependen de la

sensibilidad y la especificidad de la misma (Jaimes, 2007).

Para efectos de esta investigacion, en cuanto a los célculos de los valores
predictivos, se utilizaron férmulas independientes de la prevalencia y al mismo tiempo,
formulas dependientes de ella. Esto con la finalidad de estudiar el efecto que ejerce la

prevalencia en la evaluacion de una prueba diagnostica.

La OMS report6 para el aio 1999 una prevalencia de los rotavirus de 34,0% a
52,0% en paises desarrollados y de 20,0% a 40,0% en paises en vias de desarrollo. En
Venezuela la prevalencia es cercano al 28,6 % (OPS, 2007) y para Cumand, de acuerdo
al altimo estudio realizado entre 2006 y 2007 (Maldonado et al., 2010), es de 19,5%. De
acuerdo a esta informacion, se escogio para esta investigacion la prevalencia del 20,0%

para los calculos de los valores predictivos.

Sin tomar en cuenta la prevalencia de la infeccion, el valor predictivo positivo
(VPP) para el método inmunocromatografico, fue del 100,0% y el valor predictivo
negativo (VPN) del 98,3%. Es decir, que el 100,0% de los pacientes con resultado
positivo, ciertamente padecieron la infeccion por rotavirus, mientras que el 98,3% de los
pacientes no presentaron la enfermedad. Lo que indica claramente que dicho método
refleja con certeza el estado de salud del paciente y respalda los resultados obtenidos en

cuanto a sensibilidad y especificidad de la prueba en estudio (Tabla 2).
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El uso de estas féormulas son recomendables cuando se quieren conocer los valores
predictivos de una prueba y no se conoce la prevalencia en el contexto donde piensa

utilizarse.

Cuando se calcularon los VPP y VPN tomando en cuenta la prevalencia de la
enfermedad los resultados variaron, el VPP disminuy6 a 92,4% y el VPN aumento6 a
99,5%. Aun cuando el VPP para el método inmunocromatografico disminuyo, la
inclusion de la prevalencia no tuvo gran impacto en dichos resultados, ya que este se
mantiene por encima del 90,0%, por lo que el método sigue resultando confiable por

cuanto continua clasificando a los pacientes de acuerdo a su verdadero estado de salud.

A diferencia de lo que ocurre con la sensibilidad y especificidad, los valores
predictivos donde se incluye la prevalencia, no son estables para cada prueba sino que
varian acorde a la frecuencia de la enfermedad en la poblacién estudiada (Pita y

Pértegas, 2010).

Tabla 2. Comparacién de los valores predictivo positivo y predictivo negativo del
método inmunocromatogréafico en presencia y ausencia de la prevalencia.

VPP VPN
% %
Con prevalencia 92,4 99,5
Sin prevalencia 100,0 98,3

Si la prevalencia de una determinada enfermedad en una poblacidn es baja, como
en este caso, el valor predictivo positivo tiende a disminuir, ya que, al haber un mayor
nimero de personas sanas, se incrementa el nimero de falsos positivos. Es decir, si solo
un porcentaje bajo de la poblacion estd afectada, un resultado negativo permite descartar
la enfermedad con un elevado margen de confianza, pero no permite afirmar su

existencia, por lo que habria que confirmar el resultado con una segunda prueba (Pita y
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Pértegas, 2010).

Por el contrario, si la prevalencia es alta, aumentaré el valor predictivo positivo y
disminuira el valor predictivo negativo, pues, al haber un mayor niimero de personas
enfermas, aumenta el nimero de falsos negativos. Es decir, un resultado positivo tiende
a confirmar su presencia, mientras que si el resultado es negativo no ayudara a excluirla

(Pita y Pértegas, 2010).

En general, el valor predictivo positivo disminuye a medida que la prueba
diagnostica se aplica a poblaciones con prevalencia de enfermedad més baja. Esto se
debe a que una prueba que produce falsos positivos se aplica a una poblacion de sujetos
mayoritariamente sanos, por lo que en esta situacion es relativamente fécil obtener

muchos falsos positivos (Cabello y Pozo, 1997).

Queda claro como la prevalencia es un factor determinante en los valores
predictivos tanto negativos como positivos, y su uso en los calculos de los diversos
parametros que permiten validar una prueba diagnoéstica debe estar sujeto a revision, esto
debido a que se suele probar nuevos métodos de diagnosticos en hospitales y clinicas
donde la prevalencia es elevada. Por ello si se busca emplearlas en la poblacion general,
debe conocerse siempre cudl es el comportamiento de esas mismas pruebas donde las
prevalencias son bajas, con el fin de evitar que la tasa de falsos positivos aventaje a la

tasa de verdaderos.

Queda demostrado que el método inmunocromatografico evaluado en esta
investigacion cumple con los requisitos necesarios para considerarla como prueba de
primera eleccion, ya que demostro ser sencilla y rapida de realizar, dos caracteristicas
importantes en el diagnostico de una enfermedad que en muchos casos resulta mortal,
como lo son las diarreas agudas por rotavirus y adenovirus 40/41. Permite distinguir a
los individuos enfermos de los que no presentan la enfermedad, no se requieren de

instrumentales costosos, de instalaciones ni de entrenamiento especial para poder
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realizarla y lo mds importante, es econdOmicamente accesible, por lo que puede

implementarse en cualquier laboratorio.

Resulta sumamente importante evaluar de manera constante y exhaustiva, las
diferentes pruebas diagnoésticas utilizadas en los laboratorios clinicos, con el fin de
seleccionar la més adecuada en cada momento, para asi proporcionarle al paciente un
resultado realmente confiable y fidedigno y de esa manera contribuir al rapido

diagnostico y curacion de las enfermedades.
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CONCLUSIONES

El método inmunocromatografico puesto a prueba en esta investigacion demostrd
ser muy confiable, por cuanto es capaz de clasificar a cada paciente como sano o

enfermo.
Es necesario estimar la prevalencia de la enfermedad en el medio donde se va a

utilizar, con el fin de calcular y ajustar sus valores predictivos para el uso indicado, es

decir, confirmar o descartar la enfermedad.
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RECOMENDACIONES

Para obtener resultados aun mas exactos y precisos es recomendable que las
técnicas se desarrollen como vienen indicadas por los fabricantes, para garantizar la

confiabilidad de los resultados.

En cuanto a la microscopia electronica, deben utilizarse muestras purificadas y que
hayan sido sometidas a los procesos previos de ultracentrifugacion, para asi eliminar
cualquier interferente que imposibilite la visualizacion. Igualmente, debe evitarse en lo
posible la congelacion y descongelacion repetida de las muestras, ya que las particulas
virales pierden su estructura caracteristica y por lo tanto no pueden observarse a través

del microscopio electrénico.
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