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RESUMEN

El objetivo del estudio consistio en evaluar la eficiencia de la técnica de
inmunocromatografia (ICT, BioMeriéux) para la deteccion de rotavirus grupo A
(RV-A), respecto a la técnica de referencia de electroforesis en geles de
poliacrilamida (PAGE). Un total de 68 muestras de materia fecal fueron
recolectadas de nifios menores de 5 afios que requirieron de atencién médica en el
Hospital Privado de Cérdoba por un cuadro severo de gastroenteritis aguda, entre
diciembre 2008 y septiembre 2009. Los resultados obtenidos por ambos métodos
mostraron una concordancia del 91%. Se determind para la prueba de
inmunocromatografia una reproducibilidad del 100%, una sensibilidad y
especificidad del 92% (84-99%, IC 95%) y 91% (78-100%, IC 95%),
respectivamente y un valor predictivo positivo y negativo del 96% (90-100%) y

83% (67-98%), respectivamente.

Los resultados obtenidos indican que la ICT es una técnica rapida, sencilla y
confiable que permite el diagndstico de RV-A en laboratorios de baja complejidad
y en situaciones que requieren la toma de decisiones médicas inmediatas como
guardias y atencion ambulatoria.

Palabras claves: Rotavirus, diarrea, inmunocromatografia, diagnéstico, materia
fecal.



INTRODUCCION

La infeccidén por rotavirus del grupo A es la principal causa de diarrea severa
infantil. Se estima que cada afo se registran en el mundo 111 millones de
episodios de gastroenteritis por rotavirus en nifilos menores de 3 afos, derivando
esto en 25 millones de consultas médicas, 2 millones de hospitalizaciones y
alrededor de 600 000 muertes por deshidratacion (1,2,3). Diferentes estudios han
demostrado que la incidencia de la infeccion por rotavirus es similar en paises
desarrollados y en vias de desarrollo; sin embargo la enfermedad grave y muerte
por rotavirus registra tasas significativamente mas altas en paises en desarrollo (2).
Este hecho esta ligado a las condiciones socio-econdmicas-culturales del nifio
infectado y de su entorno familiar, que determinan por un lado las condiciones
sanitarias y el estado nutricional del hospedador y en consecuencia su capacidad de
generar una respuesta inmune que limite la infeccién en curso, y por otro, la
determinacion y posibilidad de su entorno familiar de acceder a la consulta médica.
Desde el afio 2006 estan disponibles en nuestro medio dos vacunas anti-rotavirus:
una monovalente y otra multivalente (4,5). Los estudios de eficacia de vacuna
llevados a cabo en diferentes partes del mundo han demostrado que ambas
previenen la enfermedad grave por rotavirus (1,6,7,8). En nuestro medio la vacuna
anti-rotavirus no esta incorporada al calendario oficial de vacunacién y por lo
tanto su uso es muy limitado. Ante esta situacion, cada afio las cohortes de nacidos
vivos quedan expuestas a la enfermedad por rotavirus. Asi planteada nuestra
realidad, la prevencion de la enfermedad grave y muerte por rotavirus esta
sostenida por la consulta médica oportuna, un diagndéstico rapido y acertado de la
infeccion y el tratamiento a tiempo con sales de rehidratacion oral y/o parenteral

del individuo infectado.



Existen técnicas rapidas y de muy baja complejidad para detectar rotavirus en
materia fecal; una es la prueba de aglutinacién de particulas de latex, cuya
comercializacion esta discontinuada en nuestro medio y la otra es la prueba de
inmunocromatografia (ICT). La prueba de ICT tiene la ventaja de ser un ensayo de
baja complejidad, rapido y no requerir instrumental especial para su realizacion
(9,10), pero existen datos contradictorios acerca de su comportamiento,
principalmente referidos a su especificidad (11,12,13).

El objetivo del presente estudio fue evaluar la eficiencia de la prueba de ICT
(VIKIA Rota-Adeno bioMeriéux) para la deteccion de rotavirus en muestras de
materia fecal de nifios menores de 5 afios de edad con gastroenteritis aguda (GEA)
que concurrieron a un centro privado de atencion médica de la ciudad de Cordoba,
Argentina. Como método de referencia se utilizo la técnica de electroforesis en gel

de poliacrilamida (PAGE).

MATERIALES Y METODOS

Muestras clinicas: Se recolectaron un total de 68 muestras de materia fecal de

nifilos menores de 5 afios con gastroenteritis aguda que requirieron atencion en el
Hospital Privado Centro Médico de la ciudad de Cordoba, Argentina, entre
diciembre de 2008 y septiembre de 2009. Las muestras fueron conservadas a -20°C

hasta su procesamiento.

Inmunocromatografia (ICT-VIKIA): La técnica se realizd siguiendo las

recomendaciones del fabricante (BioMeriéeux).



Breve descripcidn del equipo diagnostico: EI soporte de reaccion consiste en un

dispositivo que posee una membrana de cromatografia que contiene, en una zona
delimitada, un anticuerpo monoclonal anti-rotavirus (zona R) y un anticuerpo
monoclonal anti-adenovirus (zona A); y en la zona de control, un anticuerpo
policlonal anti-lIgG de ratén (zona C). EIl soporte en su totalidad esta impregnado
con un conjugado constituido por una mezcla de un anticuerpo monoclonal anti-
rotavirus sobre microesferas de poliestireno de color azul y de un anticuerpo anti-
adenovirus sobre microesferas de poliestireno de color rojo.

Procesamiento de la muestra: La materia fecal, previamente diluida en una

solucion tampon (provista en el equipo diagnostico), se coloca en el pocillo “de
muestra” (S) y migra por capilaridad a lo largo de la membrana. Si el/los antigenos
virales estan presentes en la muestra, se forma el complejo antigeno-anticuerpo-
microesferas que migra y se fija a los anticuerpos anti-rotavirus y/o anticuerpos
anti-adenovirus, segin corresponda al antigeno detectado, visualizandose una
banda azul en la zona R (muestra positiva para rotavirus) y/o roja en la zona A
(muestra positiva para adenovirus) o en ambas zonas (R y A) si es una co-infeccion

rota-adenovirus.

Técnica de Referencia: Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), revelado

por tincidn argéntica.

Extraccion de RNA viral: Se prepararon suspensiones al 10% en 0.02 M Tris-HCI

(pH 7.2) de cada materia fecal y el genoma de rotavirus (RNA de doble cadena)
fue extraido por el método fenol-cloroformo y posterior precipitacion con alcohol

etilico (14).



PAGE: El RNA viral extraido se diluyd con 15 ul de buffer Phyndia (0.02 M Tris-
HCI pH 7.4, 0.3 M NaCl, 0.01 M MgCl,, 0.1% SDS, 5 mM EDTA, 4% sucrosa,
0.04% azul de bromofenol) y se sembr6 en una matriz de poliacrilamida al 10%
preparada en un soporte vertical (cuba Mini-protean Tetra, BioRad Laboratories).
Se realiz6 la corrida electroforética utilizando un buffer de corrida pH 8.9 (0.3%
Tris, 1.44% Glicina, 0.1% SDS) durante 1 h a 60 mA. Los fragmentos de RNA
fueron visualizados por tincién argentica siguiendo el procedimiento de Herring y
col (15). En esta matriz, el genoma segmentado de los rotavirus revela un perfil
electroforético particular, caracterizado por la distribucion de las 11 porciones
génicas en cuatro grupos: el primero agrupa los 4 de mayor peso molecular, el
segundo agrupa 2, el tercero 3 y el cuarto 2 porciones génicas. Este patron

electroforeético es “la huella digital” de los rotavirus grupo A.

RESULTADOS

En la Fig. 1 se muestra el patron gendmico caracteristico de rotavirus revelado por
la técnica de PAGE y la imagen de una reaccion de ICT positiva para rotavirus.
Del total de muestras ensayadas (n=68), 47 (66.2%) resultaron positivas para
rotavirus por PAGE y 45 (63.2%) por ICT; 6 muestras revelaron resultados
discordantes: 4 positivas por PAGE y negativas por ICT (falsos negativos), y 2
muestras negativas por PAGE vy positivas por ICT (falsos positivos) (Tabla 1).

La concordancia de resultados entre ambas técnicas diagnosticas fue del 91%
(62/68) y la reproducibilidad de resultados por ICT fue del 100%.

En base a los resultados se estimd para la técnica de ICT una sensibilidad y
especificidad del 92% y 91%, respectivamente y valores predictivos positivo

(VPP) y negativo (VPN) del 96% y 83%, respectivamente (Tabla 2)
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Figura 1. Deteccidn de rotavirus grupo A mediante las técnicas de electroforesis
en gel de poliacrilamida (PAGE) e inmunocromatografia (ICT).
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PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida. Se observa el patron electroforético
caracteristico de rotavirus: 11 segmentos génicos, distribuidos en 4 grupos de
bandas.

ICT: Inmunocromatografia.Se observa una banda nitida color azul oscuro que

denota la reaccion positiva para rotavirus.



Tabla 1. Deteccion de rotavirus en materia fecal por las técnicas de
Inmunocromatografia (ICT) y Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

PAGE
POSITIVOS NEGATIVOS Total
ICT POSITIVOS 43 2 45
NEGATIVOS 4 19 23
Total 47 21 68

Tabla 2. Caracteristicas diagnésticas de la prueba de ICT VIKIA-
bioMérieux

% Sensibilidad (95% IC) 92 (84-99)
% Especificidad (95% IC) 91 (78-100)
VPP (95% IC) 96 (90-100)
VPN (95% IC) 83 (67-98)

La técnica de ICT permitié también detectar la presencia de adenovirus en las
muestras analizadas (4/68, 5.9%).



DISCUSION

Los rotavirus son los agentes etiol6gicos no bacterianos mas importantes de
gastroenteritis aguda infantil y un alto porcentaje de los pacientes con GEA
provocada por rotavirus requieren internacion (16,17,19). En un estudio realizado
en la ciudad de Cordoba en el afio 1998 se estimo que las infecciones por rotavirus
son responsables de un tercio de las diarreas que requieren hospitalizacion y del
84% de los casos de diarrea viral (18).

Frente a la magnitud del impacto que genera la infeccion por rotavirus en la
atencion médica hospitalaria, la implementacion del diagnéstico para este virus es
una herramienta de suma utilidad.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la ICT VIKIA (bioMeriéux)
es un método confiable para el diagnostico de rotavirus, en coincidencia con
resultados de estudios realizados en Francia por otros grupos de trabajo (11,12). Es
interesante analizar que 2 de los 4 resultados falsos negativos obtenidos por ICT
correspondieron a muestras fecales recolectadas al quinto dia del inicio del
episodio de diarrea, tiempo en el que la excrecion viral es baja. Esto destaca la
importancia de obtener la muestra dentro de los primeros dias del inicio de la
enfermedad diarreica, cuando la excrecion viral es méaxima. Respecto a los
resultados falsos positivos por ICT (n=2), no se pudo determinar alguna causa
asociada. No obstante, segun instrucciones del fabricante, es importante
puntualizar que el tiempo de lectura extendido a mas de 15 min. de iniciada la
reaccién de ICT, y la cantidad excesiva de heces, podrian generar resultados falsos
positivos.

Es de destacar que el equipo diagndstico evaluado también esta configurado para la

identificacion de antigeno de grupo de adenovirus. Sin embargo hay que ser cautos
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en la interpretacion de estos resultados. Los adenovirus conforman un grupo viral
con 55 serotipos, correspondiendo los serotipos 40 y 41 a adenovirus productores
de diarrea (también denominados adenovirus entéricos). Asi, un resultado positivo
por ICT solo indica deteccion de adenovirus y no serotipos. Este resultado positivo
requiere ser interpretado en el contexto clinico-epidemiolégico del paciente. Esto
cobra especial importancia en individuos inmunocomprometidos, en los cuales es
frecuente la reactivacion de adenovirus respiratorios, que se excretan con alta carga
viral en materia fecal (20). La eficiencia de la técnica de ICT para la deteccion de
adenovirus no fue evaluada debido al bajo nimero de muestras que resultaron
positivas.

La posibilidad de realizar un diagnoéstico etioldgico rapido, certero y simple de
rotavirus posibilita el tratamiento oportuno y adecuado del paciente (21), evitando
asi la administracion innecesaria de antibidticos y alerta a los contactos, de la

infeccién en curso.
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