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RESUMEN

El rotavirus constituye uno de los agentes etioldégicos virales mas importantes
de la diarrea infantil en todo el mundo, teniendo mayor impacto en paises en
vias de desarrollo. Tomando en cuenta que en la parroquia Buenavista de la
provincia de Loja no se ha realizado un estudio de este tipo se vio pertinente
determinar la frecuencia de rotavirus y su relacibn con los factores
desencadenantes en nifios menores de 5 afios. El objetivo de este trabajo fue
determinar la presencia de casos de rotavirus de acuerdo al sexo y relacionar con
los principales factores desencadenantes. El presente estudio fue de tipo
descriptivo, de corte transversal, desarrollado en la parroquia Buenavista del
canton Chaguarpamba, y se trabajé con una muestra de 84 nifios quienes
cumplieron con los criterios de inclusion, para el analisis de las muestras de heces
se utilizé el test inmunocromatografico y para los factores predisponentes se aplicd
una encuesta a los padres de familia y luego de culminar el trabajo se llegé a las
siguientes conclusiones: que el 15% fueron positivos con un predominio del sexo
masculino, en cuanto a la relacion con los factores desencadenantes se concluye
gue existe relacion con el consumo de agua entubada y de quebrada, ademas no
hierven el agua ni utilizan cloro para desinfectarla, es importante mencionar que la
eliminaciéon de excretas la realizan al aire libre y hay malos habitos higiénicos
como el no lavarse las manos después de hacer la deposicion, factores que

inciden directamente en la transmision del rotavirus.

Palabras Clave: Rotavirus, factores desencadenantes, test

inmunocromatografico.
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SUMMARY

Rotavirus is one of the most important viral etiologic agents of childhood diarrhea
worldwide, with greater impact on developing countries. Taking into account that in
the parish Buenavista Loja province has not made a study of this type was
appropriate to determine the frequency of rotavirus and its relation to the triggers in
children under 5 years. The aim of this study was to determine the rotavirus
according to sex and related to the main triggers. This study was descriptive,
cross-sectional study area was the parish of the canton Chaguarpamba
Buenavista, and worked with a sample of 84 children who met the inclusion criteria.
For the analysis of stool samples immunochromatographic test was used and
predisposing factors were surveyed to parents. Reaching the following
conclusions: that 15% were positive with a predominance of males, in terms of the
relationship with the triggers is concluded that there is a relationship with piped
water consumption and broken, also do not boil the water or use chlorine for
disinfection, it is important to mention that excreta disposal is conducted outdoors
and there are poor hygiene such as not washing hands after doing the deposition,

factors that directly affect the transmission of rotavirus.

Key words:rotavirus, predisposing factors, immunochromatographictest.
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Rotavirus es la principal causa de diarrea infantil grave en todo el mundo e infecta
a millones de nifios en los primeros cinco anos de vida, la gastroenteritis por
rotavirus se asocia a un mayor riesgo de deshidratacion y de necesidad de
hospitalizacion que la producida por otros microorganismos. La historia natural de
la enfermedad muestra una alta incidencia de infecciones repetidas en los dos
primeros afios de vida, disminuyendo la gravedad del cuadro clinico con el nimero

de infecciones debido a los anticuerpos de memoria.(1)

Segun los datos de la Organizacion Panamericana de la Salud en su guia practica
de Vigilancia epidemioldgica de diarreas causadas por rotavirus, en la Region de
las Ameéricas el rotavirus causa aproximadamente 75.000 hospitalizaciones y

cerca de 15.000 muertes anuales.

El rotavirus puede provocar desde una infeccion asintomatica en menores de 3
meses, hasta una diarrea grave con deshidratacion que puede ocasionar la
muerte. En los paises mas pobres la letalidad es mayor, producto de la
desnutricién y de las dificultades para acceder oportunamente a los servicios de
salud. (2)

Un estudio de prevalencia de la infeccion diarreica causada por rotavirus en los
hospitales pediatricos del Ecuador en 1080 nifios menores de 5 afios realizado por
el Ministerio de Salud Publica del Ecuador a cargo de la Direccion de Control y
Mejoramiento de la Salud Publica, Programa Ampliado de Inmunizaciones,
demostré que la prevalencia de rotavirus era del 40.8 %, con una incidencia alta,

afectando a 1 de cada 3 nifios menores de 5 afios. (3)

La parroquia Buenavista perteneciente al canton Chaguarpamba de la provincia de
Loja presenta factores desencadenantes como: mala calidad del agua, mala
eliminacién de excretas, inadecuada recoleccion de la basura, consumo de agua
no segura, malas costumbres higiénicas entre otros. Los factores antes descritos
hacen de esta poblacion un lugar apropiado para la existencia de muchos

microorganismos, entre ellos el rotavirus.
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Dichos microorganismos causan multiples enfermedades especialmente en nifios,

los mismos que son el grupo mas vulnerable de la sociedad.

Tomando en cuenta lo antes indicado se vio pertinente realizar la tesis
denominada: DETERMINACION DE ROTAVIRUS MEDIANTE EL METODO
INMUNOCROMATOGRAFICO Y SU RELACION CON LOS PRINCIPALES
FACTORES DESENCADENANTES EN NINOS MENORES DE 5 ANOS DE LA
PARROQUIA BUENAVISTA DEL CANTON CHAGUARPAMBA.

Los objetivos propuestos fueron: determinar frecuencia del rotavirus en nifos
menores de 5 afos, identificar los principales factores desencadenantes para su
transmision, relacionar los resultados positivos con dichos factores, también se
propuso difundir los resultados obtenidos a la comunidad mediante charlas
educativas y preventivas y ademas gestionar la atencion médica y el tratamiento

oportuno por parte del Area de Salud N° 4 de Catamayo.

Para el andlisis de las muestras de heces se utilizo el test inmunocromatografico y
para los factores predisponentes se aplicé una encuesta a los padres de familia y
luego de culminar el trabajo se llegé a las siguientes conclusiones: que el 15%
fueron positivos con un predominio del sexo masculino, en cuanto a la relacién con
los factores desencadenantes se concluye que existe relacion con el consumo de
agua entubada y de guebrada, ademas no hierven el agua ni utilizan cloro para
desinfectarla, es importante mencionar que la eliminacion de excretas la realizan
al aire libre y hay malos habitos higiénicos como el no lavarse las manos después
de hacer la deposicion, factores que inciden directamente en la transmision del

rotavirus.
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1. APARATO DIGESTIVO
El aparato digestivo es el conjunto de érganos encargados del proceso de la
digestion, es decir, la transformacion de los alimentos para que puedan ser
absorbidos y utilizados por las células del organismo. La funcion que realiza es la
de transporte (alimentos), secrecion (jugos digestivos), absorcion (nutrientes) y
excrecion (mediante el proceso de defecacion).

Estructura del tubo digestivo:

Es un 6rgano llamado también tracto gastrointestinalpresenta una sistematizacion
prototipica, comienza en la boca y se extiende hasta el ano. Su longitud en el
hombre es de 10 a 12 metros. El tubo digestivo y las glandulas anexas (glandulas
salivales, higado y pancreas), forman el aparato digestivo. Histolégicamente esta
formado por cuatro capas concéntricas que son de adentro hacia afuera:

Capa interna o mucosa: Se encuentran glandulas secretoras de moco y HCI
vasos linfaticos y algunos nodulos linfoides. Incluye una capa muscular
internacompuesta de una capa circular interna y una longitudinal externa de
musculo liso.

Capa submucosa: Compuesta de tejido conectivo denso irregular fibroelastico.
Contiene el llamado plexo submucoso de Meissner, que es un componente del
sistema nervioso entérico y controla la motilidad de la mucosa y en menor grado la
de la submucosa, y las actividades secretorias de las glandulas.

Capa muscular externa: Presenta una capa circular interna y otra longitudinal
externa de musculo liso (excepto en el esofago, donde hay musculo estriado).
Esta capa muscular tiene a su cargo los movimientos peristalticos que desplazan
el contenido de la luz a lo largo del tubo digestivo. Entre sus dos capas se
encuentra otro componente del sistema nervioso entérico, el plexo mientérico de
Auerbach, que regula la actividad de esta capa.

Capa serosa o adventicia: Se denomina segun la region del tubo digestivo que
reviste, como serosa si es intraperitoneal o adventicia si es retroperitoneal. La

adventicia esta conformada por un tejido conectivo laxo.
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La serosa aparece cuando el tubo digestivo ingresa al abdomen, y la adventicia
pasa a ser reemplazada por el peritoneo.
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Suministra al organismo un aporte continuo de agua, electrolitos y nutrientes. Para
ello, se requiere: 1) el trdnsito de los alimentos a lo largo de todo el tubo digestivo;
2) la secrecion de los jugos digestivos y la digestion de los alimentos; 3) la
absorcion de los productos digeridos, el agua y los distintos electrolitos; 4) la
circulacién de la sangre por los 6rganos gastrointestinales para transportar las
sustancias absorbidas, y 5) un control de todas estas funciones por parte de los

sistemas nervioso y hormonal. (4).

2. ROTAVIRUS
Los rotavirus constituyen un género de la familia Reoviridae, tiene 70 nm de
diametro y aspecto microscépico de rueda de carro. Posee 11 segmentos de ARN
bicatenario. El core interno la constituyen las proteinas estructurales VP1, VP2,
VP3. De las dos capside, la interna estd compuesta por la VP6. Se clasifican en
grupos antigénicos del A al G, siendo el A el mas frecuente en humanos.
La capside externa estd compuesta por la glucoproteina VP7 y espiculas de

proteinas VP4 que se proyectan al exterior del virion y son sensibles a proteasas.

(5).

2.1 Historia

En el afo de 1929, Zahorsky describié la “enfermedad de vémitos invernales”, la
cual en forma retrospectiva probablemente correspondia casi siempre a
gastroenteritis por rotavirus. Inicialmente se lo conocié con nombres como reo
virus, orbivirus, duovirus y virus de la gastroenteritis infantil. (6)

Los rotavirus son microorganismos que fueron descubiertos inicialmente en 1973
por la Dra. Ruth Bishop y colaboradores, en Australia, mediante el uso de
microscopia electrénica, lograron identificar el primer rotavirus humano. Se
describe por primera vez cuando se estudia la mucosa duodenal de nifios
lactantes con gastroenteritis aguda.

Deben su nombre a que a la observacion con el microscopio electronico tienen
una doble capsidey entre la capside interna y la externa hay unas prolongaciones.
Estas le dan la apariencia de rayos de rueda de las bicicletas o de carreta.

16



Ademas son esféricos. Con estas caracteristicas reciben el nombre de rotavirus,

del latin rota que quiere decir rueda o virus en rueda. (7).

2.2 Enfermedad Diarreica Aguda por Rotavirus:

En todo el mundo, casi todos los nifios sufren la infeccion por rotavirus entre los
tres y los cinco afios de edad.

Las infecciones de los neonatos son frecuentes, pero a menudo asintomaticas o
leves, tal vez porque persiste la proteccion generada por los anticuerpos
provenientes de la madre o transmitidos en la leche materna. Cuando la primera
infeccion ocurre después de los 90 dias de vida, suele ser sintomatica y la
incidencia de la enfermedad alcanza su punto maximo en nifios de cuatro a 23
meses de edad. Son frecuentes las reinfecciones, pero la intensidad del cuadro

disminuye con cada repeticion de este. (8).

El rotavirus es un germen humano ubicuo, se encuentra en todos los climas y
ocasiona infecciones frecuentes en humanos. Es el agente etiolégico mas
frecuente encontrado en nifios con diarrea aguda acuosa (hasta un 60% de los
episodios), afecta a lactantes y preescolares, principalmente a nifios de seis
meses a dos afios de edad. Es la etiologia que con mayor frecuencia asocia
diarrea acuosa grave y consecuentemente hospitalizacion.

Se excretan en grandes cantidades durante los episodios agudos y se transmiten
de persona a persona por via fecal — oral, debido a que en apariencia las
particulas de rotavirus sobreviven en los aerosoles, es posible la transmision
asociada con fomites. (9).

En los brotes surgidos en instituciones tales como hospitales, guarderias y
escuelas, la epidemia se caracteriza por la apariciéon repentina y numerosa de

sintomas, normalmente de corta duracion. (10).

2.3 Patogénesis

Los rotavirus infectan a las células en las vellosidades del intestino delgado. Se

multiplican en el citoplasma de los enterocitos.
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Una de las proteinas codificadas por el virus, la NSP4, es una enterotoxina viral
que induce la secrecion de liquidos y electrolitos a la luz intestinal al desencadenar
una via para la transduccion de sefales. Las células dafiadas pueden
desprenderse en la luz del intestino y liberar grandes cantidades de virus. La
excrecion viral dura, por lo general, 2 a 12 dias en pacientes. Las diarreas a veces
se deben a las absorciones defectuosas de sodio y de la glucosa conforme con las
células dafiadas en las vellosidades, se sustituyen por células inmaduras. Puede
requerir de 3 a 8 semanas para restablecer la funcién normal.

La accion citolitica y toxica sobre el epitelio intestinal provoca perdida de
electrolitos e impide la reabsorcion de agua. (11) (12).

2.4 Manifestaciones Clinicas

Las gastroenteritis cursan con vomitos, diarrea, fiebre moderada y dolor
abdominal. El periodo de incubacién de la gastroenteritis por rotavirus es de 1 — 3
dias. El comienzo en general es brusco, pudiendo existir sensaciéon de nauseas
previo a la instauracién de la diarrea. Los vomitos pueden proceder a la diarrea en
1 o 2 dias y habitualmente desaparecen al cabo de 2 o 3 dias. La diarrea suele ser
acuosa y mas abundante entre el segundo y tercer dia de la enfermedad,
disminuyendo con bastante rapidez, aunque en algunos nifios puede persistir, de
forma mas moderada, dias después.

En la mayoria de los casos dura entre cuatro y siete dias. Las heces liquidas no
presentan generalmente sangre, leucocitos ni moco, su color puede ser palidos y
llegar a veces a tonos blanquecinos. La fiebre suele ser moderada entre 38 y 39
°C. (13).

2.5 Factores desencadenantes

Son todos aquellos que favorecen a la aparicién de cierta enfermedad, en este
caso la producida por rotavirus, entre los generales tenemos:

1. No aplicar lactancia materna exclusiva durante los 4 o 6 meses primeros de
vida.

2. No esterilizar los biberones para alimentar a sus hijos.

18



3. Guardar los alimentos a temperatura ambiente.

4. No hervir el agua de consumo.

5. No lavarse las manos después de defecar, limpiar las heces de los nifios o de

lavar los pafales y antes y después de manipular o servir los alimentos.

6. Higiene personal deficiente (lavado de manos).

7. Desnutricidn y practicas inapropiadas de lactancia materna.

8. Peso bajo al nacimiento.

9. Esquema de vacunacion incompleto.

10. Falta de capacitacion de la madre para la higiene familiar.

11. Contaminacion fecal del agua y alimentos.

Contaminacién fecal: La contaminacion fecal del suelo y el agua es el factor mas

importante en la diseminacién del rotavirus ya que los nifios tienden a jugar a nivel

del suelo teniendo contacto directo con objetos contaminantes.

Suelo: Los rotavirus pueden llegar al suelo de diversas formas:

Defecacion directa, o a través de letrinas.

Utilizacién de residuos no tratados para el relleno de terrenos.

Descarga de camiones con residuos patoldgicos.

Utilizacién de heces como abono de vegetales.

Uso de aguas servidas para riego.

Defecacion de animales.

Disposicion en terrenos de barros provenientes de plantas de tratamiento
de afluentes cloacales, de piletas de decantacion y de filtros de plantas
potabilizadoras.

Agua: La importancia del agua en la diseminacion del rotavirus, es un vehiculo de

transmision y favorece la supervivencia de este virus. El agua se contamina de

diversas maneras:

Por medio de las heces humanas y de animales.
Por destruccion de redes cloacales.
Por contacto de pozos ciegos con redes de agua subterraneas utilizada

para consumo.
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e Por arrastre de elementos viricos de los suelos contaminados a través de
las lluvias.

El agua para beber es la forma mas comun de infeccion, debido a la carencia de
agua potable en muchas regiones y a veces los tratamientos de potabilizacién son
insuficientes.
Condiciones ambientales: La humedad, temperatura, lluvias, vegetacion, latitud,
altura, etc. de un area geografica determinada pueden favorecer o no el desarrollo
de los virus.
Vida rural: La ausencia de letrinas en las zonas rurales es el factor importante
para la alta prevalencia de virus y parasitosis en esas zonas.
Deficiencias de higiene y educacién: La mala higiene personal y la ausencia de
conocimientos sobre transmision y prevencion de las enfermedades producidas
por virus son factores que favorecen su presencia.
Costumbres alimenticias: La ingestion de alimentos sin previo lavado y coccion
es otro factor que permite la infeccién por rotavirus.
Migraciones: El movimiento de personas de zonas endémicas a regiones no
endémicas ha permitido la diseminacion del rotavirus, tomando en cuenta que este
se transmite por via fecal oral. Esto ocurre con el incremento de viajeros,

migracion de campesinos a las ciudades.

2.6 Diarrea por secrecion de agua y electrolitos como respuesta a la
irritacion

Siempre que se produce una gran irritacion del intestino grueso, como sucede en
la enteritis debidas a infecciones bacterianas o viricas agudas, la mucosa secreta
grandes cantidades de agua y electrolitos ademas de la solucion viscosa normal
de moco alcalino. De esta forma se diluyen los factores irritantes y se estimula un
rapido progreso de las heces hacia el ano. El resultado es una diarrea con pérdida
de grandes cantidades de agua y electrolitos. Al mismo tiempo, la diarrea arrastra

factores irritantes y contribuye a una recuperacion mas rapida de la enfermedad.

(4).
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2.7 Replicacion del Virus
En primer lugar se unen a la superficie del receptor beta adrenérgico. Tras la
entrada del viridn en la célula, la polimerasa de ARN dependiente sintetiza ARNm
de cada uno de los 11 segmentos en el citoplasma. Los 11 ARNm se traducen en
el correspondiente numero de proteinas estructurales y no estructurales. Una ARN
polimerasa sintetiza cadenas negativas que formaran parte del genoma de los
virus progenie. Las proteinas de la capside forman una capside incompleta
alrededor de las cadenas negativas, y entonces se sintetizan las cadenas positivas
de los segmentos del genoma progenie. El virus se libera del citoplasma por lisis
celular.
El Rotavirus inicia su ciclo de infeccion uniéndose a un receptor localizado en la
superficie celular. Luego de la union al receptor, el virus penetra al interior de la
célula y pierde la capa externa, con lo cual se activa la transcripcion. La
replicacion se lleva a cabo en el citoplasma de la célula hospedera. La particula
completa, que contiene las tres capas proteicas, es también llamada TLP; esta es
la particula infecciosa ya que la presencia de la capa externa formada por las
proteinas VP4 y VP7 le permite unirse y penetrar a su célula huésped; la particula
que contiene dos capas proteicas o DLP no es infecciosa, pero es
transcripcionalmente activa. Luego de la union a un receptor celular ocurren los
siguientes pasos en un transcurso de tiempo de 14 horas aproximadamente.
1. Adsorcién de las proteinas externas del virion VP4 y VP7 a un receptor
celular.
2. Penetracion directa o por endocitosis.
3. La capa externa es removida como parte del proceso de entrada y permite
activar la transcripcion.
4. Produccion de ARNm en el citoplasma por DLPs.
Una vez el ARNm emerge de las DLPs, el RNA de polaridad positiva es
sintetizado por la RNA polimerasa viral.
6. Simultdneamente el ARNm es usado como molde para traduccién de 6

proteinas virales estructurales y 5 proteinas no estructurales.
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7. Ensamblaje de la capa que contiene VP1, VP2, VP3 y 11 segmentos de
ARNSss, formacion de agregados de DLPs en una estructura electrodensa
llamada viroplasma.

8. Maduracion de los DLPs a TLPs:

a. Glicosilacion de VP7en el reticulo endoplasmético rugoso (RER), NSP4
actia como un receptor intracelular para DLPs.

b. Envoltura transitoria de las particulas en el RER que contienen VP4 y
VP7.

c. Remocidn de la envoltura.

9. Liberacion de particulas infecciosas por lisis celular. (14)

2.8 Transmision

El rotavirus se transmite por via fecal — oral, aunque también se ha especulado
que el contacto persona a persona, el contacto con secreciones respiratorias, o el
contacto con superficies contaminadas pudieran ser potenciales fuentes de

transmision.

2.9 Inmunidad

La proteccién contra la enfermedad por rotavirus guarda relacién con la presencia
de los anticuerpos IgA secretorios y especificos del virus en los intestinos y en
cierta medida, en el suero.

La produccion de IgA especifica de virus en la superficie intestinal dura poco
tiempo, por lo cual la proteccion completa contra la enfermedad es solo temporal.
Sin embargo, cada infeccion y cada reinfeccion ulterior confieren una inmunidad
cada vez mas solida, de modo que el cuadro grave es mas frecuente en los nifios
de corta edad con su primera o segunda infeccion. Se piensa que la memoria
inmunitaria es importante en le aplacamiento de la enfermedad con cada
reinfeccién, es decir con cada infeccion adicional por rotavirus disminuye la

gravedad de los sintomas y aumenta la inmunidad. (8) (15).

22



2.10 Tratamiento y Control
El tratamiento de la gastroenteritis originada por rotavirus es de apoyo para
corregir las pérdidas de agua y de electrolitos capaces de conducir a la
deshidratacion, acidosis, choque y muerte. El tratamiento consiste en la restitucion
de los liquidos y el restablecimiento de del equilibrio electrolitico por via
intravenosa u oral. La mortalidad por diarrea infantil es poco frecuente en los
paises desarrollados, debido al empleo rutinario de un tratamiento de restitucion
eficaz. (12)

3. PRUEBAS DE LABORATORIO
Existen diversos métodos en el mercado que pueden utilizarse para el diagnostico
de rotavirus, de tal forma que la técnica de eleccion dependera del equipo y

reactivos con que se disponga en cada Laboratorio.

3.1 Pruebas Inmunocromatogréficas

Fundamento:

La Inmunocromatografia se basa en la migraciébn de una muestra a través de una
membrana de nitrocelulosa. La muestra es afadida en la zona de conjugado, el
cual estaformado por un anticuerpo especifico contra uno de los epitopos del
antigeno a detectar y un reactivo de deteccion.

Si la muestra contiene el antigeno problema, éste se unira al conjugado formando
un complejo inmune y migrara a través de la membrana de nitrocelulosa. De lo
contrario, migraran el conjugado y la muestra sin unirse. La zona de captura esta
formada por un segundo anticuerpo especifico contra otro epitopo del antigeno.

Al llegar la muestra a esta zona, los complejos formados por la union del antigeno
y conjugado quedaran retenidos y la linea se coloreara (muestras positivas). En el
caso contrario las muestras son negativas. La zona control esta formada por un
tercer anticuerpo que reconoce al reactivo de deteccion. Cuando el resto de la
muestra alcanza esta zona, el anticuerpo se unira al conjugado libre que no ha
guedado retenido en la zona de captura. Esta linea es un control de que el ensayo
ha funcionado bien, porque se colorea siempre, con muestras positivas y
negativas. (16)
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Durante la prueba, la muestra reacciona con los conjugados coloreados
(anticuerpos monoclonales de ratdn anti-rotavirus-microesferas rojas) previamente
secados en test. Este complejo avanza por capilaridad a través de la membrana
del test.

Para dar el resultado como positivo, una linea de color ROJO aparecera en la
zona de resultados de la membrana. La ausencia de esta sugiere un resultado
negativo. Independientemente de que haya presencia 0 no de rotavirus, la mezcla
de conjugado va avanzando por la membrana hasta la region de control donde se
han inmovilizado anticuerpos y siempre aparecera una linea de color AZUL (linea
de control). La apariciobn de esta linea se utiliza: 1) para verificar que se ha
afiadido el volumen de muestra suficiente. 2) que el flujo ha sido el apropiado; y 3)

como control interno de los reactivos.

C C C
T T T
Negativo Positivo No valido

Sensibilidad: La deteccién por Rotavirus presenta una sensibilidad de un 99,9%

Especificidad: La deteccion de Rotavirus presenta una especificidad de un 96,6%

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:

NEGATIVO: Una sola linea de color AZUL apareceen la zona marcada con la letra
C (linea de control).

POSITIVO: Ademas de la linea de control AZUL, también aparece una linea ROJA
en la zona marcada con la letra T (linea de Test o resultado).

INVALIDO: Cuando la linea de color AZUL no aparece independientemente de
que aparezca o no la linea ROJA. Esto se puede dar por cantidad insuficiente
muestra, procesamiento incorrecto o deterioro de los reactivos. Si ocurre esto se

debe repetir el procedimiento con un nuevo dispositivo.
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PROCEDIMIENTO:

1. Con el palito se toma una cantidad de heces.

2. Se introduce el palito en el tampon de extraccion para la dilucién de la
muestra, agitar para facilitar la dispersion de la muestra. (Para muestras
liquidas, utilizar una pipeta y afiadir 100 ul en vial para muestras con
diluyente.)

3. Una vez homogenizada la muestra se procede a colocar 3 a 4 gotas en el
pocillo del test.

4. Se espera 1 o 2 minutos y se observa si el resultado es positivo 0 negativo
de acuerdo a la coloracion en las lineas de control y de test o prueba.

CONSERVACION Y ESTABILIDAD:
El kit es estable hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, a temperatura
ambiente controlada de 2 — 30 °C, sellado y con desecante dentro del sobre. No

congelar ni exponer a temperaturas superiores a 30 °C.

TOMA DE MUESTRA Y CONSERVACION:
Tomar (1 — 2 g o ml de muestras liquidas. Las muestras deben ser almacenadas
en un recipiente limpio y seco (sin conservantes o medios de transporte).
Se pueden conservar 1 o 2 dias de 2 — 4 °C. En un tiempo prolongado deben ser
congeladas a — 20 °C.
Precauciones:

e Sequir las instrucciones del kit para obtener resultados confiables.

e Considerar a las muestras como potencialmente infeccioso.
25



Para cada muestra utilizar una pipeta desechable y una placa, no reutilizar.

Desechar en los residuos contaminantes.

CONTROL DE CALIDAD:

Control de Calidad Interno: La presencia de la linea AZUL en la zona de
control indica que se ha usado un volumen correcto de muestra y el
procedimiento ha sido adecuado. La claridad del fondo de la ventana, indica
que el test funciona correctamente

Control de Calidad Externo: Se recomiendan controles positivos y
negativos para, para controlar el desarrollo del ensayo.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO:

1.
2.

Una vez abierto el dispositivo no debe usarse después de 2 horas.

Un exceso de muestra puede dar resultados negativos, dando lineas no
muy definidas. Diluir la muestra en mas tampon y repetir el ensayo.

Se debe tomar la muestra dentro de la primera semana de aparicion de los
sintomas, ya que luego de esto la presencia del virus disminuye
considerablemente.

Esta prueba diagnéstica una posible infeccién por rotavirus, esto debe

confirmarse con un médico especialista.

OTRAS PRUEBAS:

3.2 Inmunofluorescencia directa (ID): Es una de las técnicas mas antiguas y de

uso mas difundido en el laboratorio clinico.

Muestras clinicas apropiadas son recolectadas y colocadas sobre portaobjetos

donde se dejan secar y fijar. Luego se agregan anticuerpos especificos marcados

con isotiocianato de fluoresceina que difunden a través de la membrana celular y

se combinan con losantigenos viricos en el interior de las células.

La reaccidén antigeno anticuerpo se visualiza con el microscopio de fluorescencia,

por la aparicion de fluorescencia de color verde manzana.
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3.3 Test de aglutinacién: El test de aglutinacién es un método simple, de un solo
paso, que a veces se usa para la deteccibn de antigenos virales en
muestrasclinicas. Los ensayos de aglutinacion, dependen de la fijacion inicial de
anticuerpos antivirales especificos sobre eritrocitos o particulas de latex. Luego
este reactivo se incuba con la muestra clinica en la cual se investiga el antigeno y

las particulas se aglutinan si el antigeno adecuado se encuentra presente.

3.4 Enzimoinmunoanalisis (EIA): Los EIA para la deteccion de antigeno se
basan habitualmente en la captura del antigeno por anticuerpos especificos unidos
a una fase solida, en general el pocillo de un micro placa o una pequefia esfera de
plastico.

El antigeno viral presente en la muestra clinica se combina con el anticuerpo fijado
a la fase solida y el antigeno viral se detecta mediante la adiciébn de otro
anticuerpo especifico conjugado a una enzima. La enzima conjugada suele ser
peroxidasa o fosfatasa alcalina.

El substrato para esas enzimas varia. En la reaccion con la peroxidasa el
substrato es un peréxido capaz de oxidar un compuesto quimico incoloro que en

su forma oxidada tiene un color caracteristico.

3.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Tiene una sensibilidad tan
alta que puede amplificar una Unica molécula de DNA y una sola copia de genes
puede ser extraida, de mezclas complejas de secuencias gendémicas y visualizada

como bandas diferentes en geles de agarosa.

3.6 Western Blot (WB): La técnica de WB se basa en la separacion
electroforética de proteinas virales que son posteriormente inmovilizada en papel
de nitrocelulosa con el objeto de determinar la presencia de anticuerpos

especificos contra cada una de esas proteinas. (17).
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MATERIALES Y METODOS
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TIPO DE ESTUDIO:

Descriptivo, prospectivo y de corte transversal.

AREA DE ESTUDIO:

Parroquia Buenavista del canton Chaguarpamba ubicada al Noroeste de la
cabecera cantonal de Chaguarpamba, a 24 Km. Al Norte limita con el canton
Pifias, al Sur con la parroquia Gonzanama, por el oriente con las parroquias

urbanas de Olmedo y Chaguarpamba, y por el occidente con el canton Paltas

UNIVERSO:

El 100% de nifios menores de 5 afios de la parroquia Buenavista.

MUESTRA:

84 nifios menores de 5 afios que cumplieron con los criterios de inclusion.

CRITERIOS DE INCLUSION:
¢ Nifios menores de 5 afios que estén radicados en la parroquia Buenavista.
e Niflos menores de 5 afios cuyos padres firmaron el consentimiento
informado.
¢ Nifios que lleven la muestra en las condiciones idoneas, es decir que la
muestra sea recolectada en un recipiente estéril y que la cantidad de la

misma sea moderada.

CRITERIOS DE EXCLUSION:
¢ Nifios que no cumplieron con los criterios de inclusion.
¢ Nifios mayores de 5 afos.
e Nifios que no lleven la muestra en las condiciones idoneas.

e Nifios con diagnostico confirmado de Rotavirus.

PROCEDIMIENTOS METODOS Y TECNICAS DE RECOLECCION
DE DATOS:
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Fase Pre-analitica:

» Se elaboraro oficios que fueron dirigidos a las autoridades de salud de
Area N° 4 Catamayo Dr. César Juca; al médico encargado del puesto de
salud de la parroquia Buenavista, Dr. Ivan Lima, al presidente de la junta
parroquial, Sr. Nayo Balcazar. Anexo N° 1.

» Se elaborar6 una encuesta que fue aplicada a los padres de familia de los
nifios menores de 5 afios para determinar los factores predisponentes para
adquirir infeccion por Rotavirus. Anexo N° 2.

» Datos estadisticos de la poblacion certificado por el Licenciado Ricardo
Tandazo, enfermero del puesto de salud de la Parroquia Buenavista.
Anexo N° 3.

» Se reunio a las personas seleccionadas en las instalaciones de la casa
comunal de la Parroquia Buenavista, para informar sobre la actividad a
realizar, sus beneficios y ademas las condiciones en las que deben
recolectar la muestra de sus hijos el dia del analisis. Finalmente se les hizo
la entrega de un Triptico, el cual contenia las condiciones en las que se
deberia llevar la muestra al laboratorio, estas condiciones fueron: la
muestra fue recolectada en un recipiente estéril, la cantidad fue moderada,
no estuvo derramada y llevar lo antes posible para su analisis. Anexo N°4.

» Se elabor6 un documento de consentimiento informado el cual fue
entregado a cada uno de los padres representantes de los nifios en estudio,
para ser firmado y que sirvié de respaldo para realizar el analisis respectivo.
Anexo N°5.

» Se elabor6 una hoja de registro de datos, con el fin de conservar y tener un

respaldo de la informacién obtenida de los andlisis Clinicos. Anexo N° 6.

Fase Analitica:

» Se realizé el andlisis de las muestras de heces para determinar el rotavirus
mediante un test inmunocromatografico.
Fundamento: La Inmunocromatografia se basa en la migracion de una muestra a

través de una membrana de nitrocelulosa.
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La muestra es afiadida en la zona de conjugado, el cual esta formado por un
anticuerpo especifico contra uno de los epitopos del antigeno a detectar y un
reactivo de deteccion.

Si la muestra contiene el antigeno problema, éste se unira al conjugado formando
un complejo inmune y migrara a través de la membrana de nitrocelulosa. De lo
contrario, migraran el conjugado y la muestra sin unirse.

La zona de captura esta formada por un segundo anticuerpo especifico contra otro
epitopo del antigeno.

Al llegar la muestra a esta zona, los complejos formados por la union del antigeno
y conjugado quedaran retenidos y la linea se coloreara (muestras positivas). En el
caso contrario las muestras son negativas. La zona control esta formada por un
tercer anticuerpo que reconoce al reactivo de deteccion, cuando el resto de la
muestra alcanza esta zona, el anticuerpo se unird al conjugado libre que no ha
quedado retenido en la zona de captura. Esta linea es un control de que el ensayo
ha funcionado bien, porque se colorea siempre, con muestras positivas y

negativas.

Procedimiento:

1) Con el palito se toma una cantidad de heces.

2) Se introduce el palito en el tampdn de extraccion para la dilucion de la muestra.
3) Se procede a colocar 3 a 4 gotas en el pocillo del test.

4) Se espera 1 0 2 minutos y se observa si el resultado es positivo o negativo de

acuerdo a la coloracién en las lineas de control y de test o prueba.

Control de Calidad:

e Control de Calidad Interno: La presencia de la linea AZUL en la zona de
control indica que se ha usado un volumen correcto de muestra y el
procedimiento ha sido adecuado. La claridad del fondo de la ventana, indica
que el test funciona correctamente.

e Control de Calidad Externo: Se recomiendan controles positivos y

negativos para, para controlar el desarrollo del ensayo. Anexo N° 7.
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Fase Post- analitica:

» Elaboraciénde un formato de entregaderesultados, el cual se entregé al
Médico encargado del puesto de salud de la Parroquia Buenavista, para
gue sean retirados por cada uno de los padres de familia de los nifios en
estudio. Anexo N° 8.

» Se difundieron los resultados a la poblacion de Buenavista, el personal de
Salud y autoridades que participaron en el presente trabajo investigativo.

Anexo N° 9.
TABULACION Y ANALISIS DE DATOS:

La tabulacién de los datos se la realizo en el programa informatico Microsoft Excel,

los resultados fueron presentados en tablas de frecuencia simple y graficos.
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V. RESULTADOS
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DISTRIBUCION DE LA POBLACION EN ESTUDIO DE ACUERDO AL SEXO

Tabla N° 1

Sexo Frecuencia Porcentaje
Hombres 36 43
Mujeres 48 57

Total 84 100

Fuente: Registros de la Investigacion
Elaborado por: Jorge Orejuela Ortiz

Gréafico N° 1

DISTRIBUCION DE LA POBLACION EN ESTUDIO DE ACUERDO AL SEXO

® Hombres
= Mujeres

Fuente: Registros de la Investigacion
Elaborado por: Jorge Orejuela Ortiz

El grafico demuestra que en la poblacion hubo un predominio del sexo femenino

con una frecuencia de 48, dando un porcentaje de 57%.
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Tabla N° 2

PRESENCIA DE ROTAVIRUS EN NINOS MENORES DE 5 ANOS DE LA
PARROQUIA BUENAVISTA DEL CANTON CHAGUARPAMBA

Casos Frecuencia Porcentaje
Positivos 13 15
Negativos 71 85
Total 84 100

Fuente: Registros de la Investigacion
Elaborado por: Jorge Orejuela Ortiz

Grafico N° 2

PRESENCIA DE ROTAVIRUS EN NINOS MENORES DE 5 ANOS DE LA
PARROQUIA BUENAVISTA DEL CANTON CHAGUARPAMBA

® Positivos
= Negativos

Fuente: Registros de la Investigacion
Elaborado por: Jorge Orejuela Ortiz

El grafico demuestra que 13 casos fueron positivos representando un 15%,
mientras que los casos negativos fueron 71 correspondiente al 85%.
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Tabla N° 3

FRECUENCIA DE ROTAVIRUS EN NINOS MENORES DE 5 ANOS DE LA PARROQUIA
BUENAVISTA DEL CANTON CHAGUARPAMBA DE ACUERDO AL SEXO

Sexo Frecuencia Porcentaje
Hombres 9 69
Mujeres 4 31

Total 13 100

Fuente: Registros de la Investigacion
Elaborado por: Jorge Orejuela Ortiz

Grafico N° 3

FRECUENCIA DE ROTAVIRUS EN NINOS MENORES DE 5 ANOS DE LA
PARROQUIA BUENAVISTA DEL CANTON CHAGUARPAMBA DE ACUERDO
AL SEXO

® Hombres
® Mujeres

Fuente: Registros de la Investigacion
Elaborado por: Jorge Orejuela Ortiz

El presente grafico indica que de 13 casos positivos, 9 fueron de sexo masculino
representando un 69% y 4 de sexo femenino correspondiente al 31%.
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Tabla N° 4

RELACION DE CASOS DE ROTAVIRUS EN NINOS MENORES DE 5 ANOS DE LA PARROQUIA BUENAVISTA
DEL CANTON CHAGUARPAMBA CON LOS FACTORES DESENCADENANTES

FACTORES DESENCADENANTES
Casos de Agua para consumo Eliminacion de desechos Habitos higiénicos
Rotavirus
Entubada . . Excretas Basura Lavado de quado de
y de Sln_ Sin _ _ manos alimentos
guebrada Hervir | Clorar Alre Letrina Carro Alre Quema Si No Si No
libre recolector libre
Frecuencia | % F % | F|% | F|%|F| % Fl| % F % F % |F| % |F| % | F % |F| % |F| %
13 15| 13 15 |13 115(13|15(9 1104 | 4 | 4.6 1 1.15|11(12.7({1|115|1(12(12|138|4({46|9|104

Fuente: Registros de la Investigacion
Elaborado por: Jorge Orejuela Ortiz

De los 13 casos positivos para rotavirus equivalente al 15% de la poblacidén en estudio se observa que los factores
desencadenantes mas importantes son el consumo de agua entubada y de quebrada, ademas ninguno hierve el
agua ni utilizan cloro para desinfectarla, en cuanto a la eliminacion de excretas 9 lo hacen al aire libre y 4 en letrina
representando 10.4% y 4.6% respectivamente. En lo que respecta a los habitos higiénicos 12 (13.8%) personas no

se lavan las manos luego de hacer la deposicion y 9 (10.4%) tampoco lavan los alimentos antes de consumirlos.
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V. DISCUSION
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El rotavirus constituye uno de los agentes etiolégicos virales mas importantes
de la diarrea infantil e infecta a millones de niflos en todo el mundo, siendo el
responsable de 1 por cada 20 muertes infantiles, teniendo mayor impacto en
paises en vias de desarrollo debido a la dificultad para acceder a los servicios
de salud, ademas esta enfermedad constituye una de las principales causas
de morbi-mortalidad infantil. La Organizacion Mundial de la Salud estima que en
el mundo ocurren aproximadamente 100 millones de episodios diarreicos al
afio y cinco millones aproximadamente de fallecimientos infantiles por esta

causa.

En la presente investigacion se trabajé con una muestra de 84 nifilos menores de 5
afos, los mismos que cumplieron con los criterios de inclusion, para conocer los
factores desencadenantes se aplicO una encuesta a los padres de familia, se
identificaron factores como: mala calidad del agua, no hervir ni clorar el agua antes
de consumirla, mala eliminacién de excretas, malos habitos higiénicos como el no
lavarse las manos después de hacer la deposicion. En cuanto a la relacion de
estos factores con los casos positivos se determiné que tienen estrecha relacion e

inciden directamente en la transmision del rotavirus.

Una vez analizadas las 84 muestras se determiné que 13 casos fueron positivos,
representando un 15%, con predominio del sexo masculino; estos datos coinciden
con los de un estudio realizado en el Area de Pediatria del Hospital Verdi Cevallos
Balda de la provincia de Manabi en 2011 en donde se trabajo con una muestra de
69 nifios, de los cuales 10 fueron positivos con un porcentaje de 14,5%, ademas

todos los nifios estaban diagnosticados con sindrome diarreico agudo. (22)

Por otra parte en un estudio realizado en Tunja - Colombia en el afio 2004 acerca
de los agentes causantes de diarrea en nifios menores de 5 afios, se encontré que
el rotavirus ocupaba el primer lugar con un porcentaje de 48,1%. (23)

En otro estudio realizado en centros asistenciales del estado Miranda en
Venezuela en el 2007, se evaluaron a 160 niflos menores de 5 afos con
enfermedad diarreica aguda, de ellos 31 obtuvieron resultado positivo para

rotavirus representando el 19,4%. (24)
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Cabe mencionar que en los tres estudios citados junto con el presente trabajo

investigativo hubo predominio de la infeccion para el sexo masculino.

En lo que respecta a los factores desencadenantes tales como la mala calidad del
agua, inadecuada eliminacion de excretas y deficientes habitos higiénicos los
estudios sefialados anteriormente tienen relacion con el presente trabajo,
demostrando de esta manera que el rotavirus es dependiente de los factores antes
descritos.Ademas en ese momento no habia la incorporaron de la vacuna contra
el rotavirus por parte de las autoridades de salud, no obstante en nuestro pais ya
estd instaurada la aplicacion de la vacuna contra el rotavirus de manera gratuita
por parte del ministerio de Salud desde el afio 2007 y es por ello que se ve una
reduccion del porcentaje de la infeccion por rotavirus aunque aun sigue

persistente.

Es necesario mencionar que en la actualidad estan inaugurando el servicio de

agua segura para la comunidad.
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VI. CONCLUSIONES
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Se determind la frecuencia de rotavirus en nifios menores de 5 afios de acuerdo al
sexo, observandose un predominio en el sexo masculino con 9 casos positivos

(69%) y 4 (31%) para el sexo femenino.

Se identificaron los principales factores desencadenantes para la transmision de
rotavirus, los mismos que fueron: la mala calidad del agua con un porcentaje de
15%, la inadecuada eliminacion de excretas con 10,4%. Las malas normas de
higiene entre ellas: no lavarse las manos después de salir del bafio teniendo un
porcentaje de 13,8%, no hervir el agua ni utilizar cloro para desinfectar la misma
con 15%.

Se relacionaron los resultados positivos con los factores desencadenantes,
demostrando que todos los casos positivos tenian diarrea en los dltimos dias,
ademas se relacionan con los factores desencadenantes analizados y se estima
que estos estan estrechamente relacionados e inciden directamente en la

transmision del rotavirus.

Se entregaron y difundieron los resultados obtenidos a la parroquia de Buenavista

y al personal de Salud mediante charlas educativas y preventivas.

Se gestiono la atencién médica y tratamiento por parte del Area de Salud N°4 de

Catamayo a los nifios que obtuvieron resultado positivo.
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VII.

RECOMENDACIONES
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Se sugiere a las autoridades del Area de salud N° 4 de Catamayo realizar estudios
de esta indole con los estudiantes en las poblaciones aledafias, para establecer
frecuencias reales de rotavirus de manera que sirva como un perfil epidemiolégico
y a la vez brindar la atencion médica y el tratamiento oportuno a los nifios que |
requieran.

Se recomienda a las autoridades del puesto de Salud de Buenavista realizar
campafas preventivas de manera continua acerca del correcto manejo y
eliminacién de las excretas, lavado de las manos y las formas de desinfectar el

agua, esto con el fin de evitar la propagacion de enfermedades.

Se propone ademas realizar mas investigaciones de este tipo para que sea un
complemento del presente trabajo y de esta manera ayudar al mejoramiento de la

calidad de vida de los nifios y la poblacién en general.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

AREA DE LA SALUD HUMANA

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Loja 03 de Octubre del 2012
Sr. Nayo Balcazar

La Universidad Nacional de Loja, siendo un ente publico que tiene como objetivo
general realizar la vinculacién con la colectividad, apoyo a los sectores vulnerables
de la sociedad y centrado en los problemas existentes en la Salud Humana, se ha
planteado realizar un estudio investigativo, basado en analisis clinicos completos,
para la determinaciéon de posibles patologias relevantes, entre las de mayor
incidencia estan: anemia, parasitosis, infecciones de vias urinarias, gastritis,
obesidad y diabetes.

Para ello un grupo de estudiantes del ultimo médulo de la Carrera de Laboratorio
Clinico adecuadamente capacitados, nos hemos propuesto realizar los Analisis
Clinicos en la poblacion mas vulnerable de la Parroquia Buenavista, a la que
usted dirige muy dignamente, con en el fin de aportar con los resultados de
analisis para la identificacién, prevencion y tratamiento de posibles patologias que
afecten a dicha poblacion.

Como seres humanos conscientes de la ardua labor que se realiza en esta
Parroquia, hemos creido conveniente aportar con nuestros conocimientos éticos y
capacidad cientifico—técnica, cumpliendo de esta manera con la visién propuesta
de nuestra carrera.

Para la realizacion de este trabajo social nos hemos planteado los siguientes
objetivos:

v' Brindar charlas educativas en la institucibn o poblacion con la que
trabajemos, como informacion previa a los analisis a realizarse.

v' Realizar la toma de muestra para su posterior analisis clinico.

v Entregar resultados confiables oportunamente de los analisis realizados.

Para lo cual le solicitamos muy respetuosamente su colaboracion, en el aspecto
logistico y para gestionar los permisos necesarios en la institucion que centremos
nuestro estudio.
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Seguros de contar con su apoyo para la realizacion de este proyecto de
trascendental importancia social, de ante mano le agradecemos la atencion
brindada.

Lcda. Juliana litiguez Maryury Ledn y Jairon Carrera

DOCENTECOORDINADORA REPRESENTANTES DEL MACROPROYECT
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. IND
1859

Sr(a) Padres de familia le pido de la manera mas respetuosa se digne a contestar

las siguientes preguntas con toda sinceridad ya que estas nos serviran de apoyo

para la realizacion del presente trabajo investigativo.

DETERMINACION DE ROTAVIRUS EN,NINOS MENORES DE 5 ANOS EN LA
PARROQUIA BUENAVISTA DEL CANTON CHAGUARPAMBA Y SU RELACION
CON LOS PRINCIPALES FACTORES PREDISPONENTES.

DATOS DE SU HIJO O REPRESENTADO:

Edad en meses: Edad en anos:

Género: HombreMuje

1. El agua que Ud y su familia consumen es:

Potable |:| Entubada |:|

Cisterna Quebrada

2. Ud hierve el agua antes de consumirla:
s O No []

3. Utiliza cloro para desinfectar el agua:

s [ oo O
¢ Qué cantidad por litro?
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4. Qué utiliza para la eliminaciéon de excretas:

Alcantarillado Sanitario |:| Letrina |:| Entierra D
Pozo Séptico D Aire Libre D

5. Selavalas manos antes de comer y después de salir del bafio:

si [] No []

6. Lava sus alimentos antes de consumirlos:

Si |:| No |:|

/. De qué manera realiza la eliminacion de la basura:

Carro recolector |:| Entierra D

Quema D Aire libre D

8. En los ultimos dias sus nifios han tenido problemas de diarrea:
si [] No []

9. Los lleva al puesto de Salud cuando tienen alguna afeccién Médica:

Si |:| No |:|

10. Comparte los utensilios su nifio:
s O oo [
11. Quién cuida a su nifio en el dia:

Usted D Guarderias D Abuelos D

GRACIAS POR SU COLABORACION
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Anexo 3 SUNCENTRO DE SALUD N°4

PARROQUIA BUENAVISTA LOJA — ECUADOR

Buenavista 24 de Octubre del 2012.

Yo Lcdo. Ricardo Tandazo, Enfermero del puesto de Salud de la Parroquia
Buenavista del canton Chaguarpamba, perteneciente al Area de Salud N° 4 de
Camayo, certifico haber brindado datos estadisticos de la poblacion, los mismo
que reposan en el archivo y base de datos de la institucion; al grupo de jovenes
integrantes del Macroproyecto de Andlisis Clinicos de la Universidad Nacional de

Loja.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad.

Lcdo. Ricardo Tandazo

ENFERMERO DEL SUBCENTRO DE SALUD BUENAVISTA
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Anexo 4

GZUALES SON LOS \

SINTOMAS? T 3
Rotavirus

> Diarrea acuosa

» Vomito : .
> Deshidratacion Es un virus que tiene formg de
> Fiebre rueda vy afegta a nifios
> Dolor abdominal menores de 5 afios. 1859
El periodo de incubacion es AS0ORS SISl St UNIVERSIDAD NACIONAL
de 1 a3 dias. » La forma principal de DE LOJA
transmision es por via ;
oral — fecal. AREA DE LA SALUD
> Al ingerir alimentos o HUMANA
agua contaminada. B
> Al tener contacto con LABORATORIO CLINICO
superficies de objetos,
utensilios o juguetes

contaminados.

FACTORES
PREDISPONENTES

» Contaminacion fecal del
suelo y agua.

> Deficiencia de higiene y
educacion.

» Contaminacion
ambiental.

» Migracion.

Compartir utensilios.

\ » Guarderias. /

A7




ﬁATAMIENTO \

» Tomar abundante agua
para evitar la
deshidratacion.

> Llevar a su hijo lo mas
pronto posible al médico.

LO QUE NECESITO SABER
DEL ROTAVIRUS

» La infeccion por rotavirus
causa una enfermedad
grave que puede provocar
la  muerte de nifios
menores de 5 afos.

» La primera infeccién
después de los 3 meses
de edad es la mas severa.

» El virus esta presente en
todos los climas.

/(;COMO PUEDO PREVEND

LA INFECCION POR
ROTAVIRUS?

» Lavar los alimentos
antes de consumirlos.

» Hervir el agua antes de
ingerirla.

» Darle de lactar a sus
hijos por lo menos hasta
el primer afio de edad.

» Educar a sus hijos en el
lavado de manos antes
de comer y después de
salir del bafio.

» Llevar a sus hijos
constantemente al
médico.

Estar limpios
L’ ysanos es muy
facil y divertido

/Z)C)MO DEBO LLEVAR D\

MUESTRA AL
LABORATORIO?

» Recolectar la muestra de
heces fecales en una
caja de plastico limpia.

» Colocar una cantidad
moderada de muestra.

» Llevar la muestra lo mas
pronto posible.

NOTA: La caja para la
recolecciéon de las muestras
sera entregada por la persona
encargada del analisis de las
mismas.




Anexo 5

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA DE LA SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO.

CONSENTIMIENTO INFORMADO DIRIGIDO A LAS PERSONAS DE LA
PARROQUIA BUENAVISTA

Buenavista, de 2012

En forma libre y voluntaria Yyo

identificado(a) con la cédula de ciudadania N° manifiesto que:

1. Al someterme a este estudio no entrafia riesgo alguno para mi salud ni la de
mis familiares.

2. Mi participacion puede resultar beneficiosa para mi persona o mis familiares,
asi como aportar nuevos conocimientos Utiles a otros individuos.

3. He recibido informacion y explicacion sobre las condiciones en las que me
debo encontrar, para la recoleccion del espécimen.

4. Me han preparado con relacion a mis conocimientos, sobre la importancia del
respectivo analisis.

5. Me garantizaron el derecho a la privacidad del examen, la informacion y datos,
asi como los resultados del andlisis, los cuales estardn sometidos a

confidencialidad.

Declaro que he leido y conozco el contenido del presente documento, comprendo los
compromisos que asumo Yy los acepto expresamente. Y, por ello, firmo este
consentimiento de forma voluntaria para participar en la realizacion de los respectivos
andlisis clinicos.
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1859

PROTOCOLO PARA REALIZAR EL ANALISIS DE ROTAVIRUS

PRINCIPIO DEL METODO:

Durante la prueba, la muestra reacciona con los conjugados coloreados
(anticuerpos monoclonales de ratdn anti-rotavirus-microesferas rojas) previamente
secados en test. Este complejo avanza por capilaridad a través de la membrana
del test. Para dar el resultado como positivo, una linea de color ROJO aparecera
en la zona de resultados de la membrana. La ausencia de esta sugiere un
resultado negativo. Independientemente de que haya presencia o no de rotavirus,
la mezcla de conjugado va avanzando por la membrana hasta la regiéon de control
donde se han inmovilizado anticuerpos y siempre aparecera una linea de color
AZUL (linea de control). La aparicion de esta linea se utiliza: 1) para verificar que
se ha afadido el volumen de muestra suficiente. 2) que el flujo ha sido el

apropiado; y 3) como control interno de los reactivos.

MATERIAL PROPORCIONADO:
e 20 placas en un sobre sellado incluyendo desecante
e 20 tubos para la toma de muestra, cada tubo contiene el tampon de

extraccion.

MATERIAL NECESARIO NO SUMINISTRADO:
e Contenedores para la toma de muestra
e Guantes

e Crondémetro
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CONSERVACION Y ESTABILIDAD:

El kit es estable hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, a temperatura

ambiente controlada de 2 — 30 °C, sellado y con desecante dentro del sobre. No

congelar ni exponer a temperaturas superiores a 30 °C.

TOMA DE MUESTRA Y CONSERVACION:

Tomar (1 — 2 g o ml de muestras liquidas. Las muestras deben ser almacenadas

en un recipiente limpio y seco (sin conservantes o medios de transporte). Se

pueden conservar 1 6 2 dias de 2 — 4 °C. En un tiempo prolongado deben ser

congeladas a — 20 °C.

Preparacion de la Muestra:

Con el palito se toma una cantidad de heces.

Se introduce el palito en el tampon de extraccion para la dilucion de la
muestra, agitar para facilitar la dispersion de la muestra.

Para muestras liquidas, utilizar una pipeta y afadir 100 ul en vial para

muestras con diluyente.

Precauciones:

Sequir las instrucciones del kit para obtener resultados confiables.
Considerar a las muestras como potencialmente infeccioso.
Para cada muestra utilizar una pipeta desechable y una placa, no reutilizar.

Desechar en los residuos contaminantes.

PROCEDIMIENTO:

1.
2.

Atemperar las muestras y el Kit antes de realizar el ensayo.

Rotular el tubo de dilucion de muestras y el dispositivo, identificar cada uno
con los datos de la muestra.

Agitar el tubo de dilucion para lograr una buena dispersion, romper el

extremo superior del tubo.

59



4. Extraer el dispositivo y utilizarlo inmediatamente. Depositar 5 gotas o 150 ul
de liquido de extraccion en la zona de descarga del dispositivo, evitando
afiadir particulas solidas. Si fuera el caso retirarlas y afiadir una gota de
tampon hasta que el liquido migre hacia las zonas de reaccion y control.

5. Leer el resultado del Test a los 10 minutos tras la adicién de la muestra.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:

NEGATIVO: Una sola linea de color AZUL apareceen la zona marcada con la letra
C (linea de control).

POSITIVO: Ademas de la linea de control AZUL, también aparece una linea ROJA
en la zona marcada con la letra T (linea de Test o resultado).

INVALIDO: Cuando la linea de color AZUL no aparece independientemente de
que aparezca o no la linea ROJA. Esto se puede dar por cantidad insuficiente
muestra, procesamiento incorrecto o deterioro de los reactivos. Si ocurre esto se

debe repetir el procedimiento con un nuevo dispositivo.

CONTROL DE CALIDAD:

e Control de Calidad Interno: La presencia de la linea AZUL en la zona de
control indica que se ha usado un volumen correcto de muestra y el
procedimiento ha sido adecuado. La claridad del fondo de la ventana, indica
gue el test funciona correctamente

e Control de Calidad Externo: Se recomiendan controles positivos y

negativos para, para controlar el desarrollo del ensayo.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO:
5. Una vez abierto el dispositivo no debe usarse después de 2 horas.
6. Un exceso de muestra puede dar resultados negativos, dando lineas no

muy definidas. Diluir la muestra en mas tampon y repetir el ensayo.
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7. Se debe tomar la muestra dentro de la primera semana de aparicion de los
sintomas, ya que luego de esto la presencia del virus disminuye
considerablemente.

8. Esta prueba diagnostica una posible infeccion por rotavirus, esto debe

confirmarse con un médico especialista.

CARACTERISTTICAS DEL METODO:

SENSIBILIDAD:

La deteccién por Rotavirus presenta una sensibilidad de un 99,9%
ESPECIFICIDAD:

La deteccién de Rotavirus presenta una especificidad de un 96,6%
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REGISTRO DE RESULTADOS

oo

NO

Nombres y Apellidos

Edad en
meses/anos

Género

Resultados

POSITIVO

NEGATIVO

Observacione
S
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Buenavista, 06 de Marzo del 2013

Yo, Nayo Balcazar, presidente de la junta parroquial de Buenavista, certifico que todos los
integrantes del Macro proyecto, realizaron una charla preventiva e informativa a todos los
habitantes de la parroquia Buenavista, acerca de los diversos andlisis clinicos a realizarse
en dicha poblacién, para lo cual hicieron uso de las instalaciones de la Junta Parroquial.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad.

Atentamente,

&,

“Nayo Balcazar’
PRESIDENTE DE LA JUNTA PARROQUIAL DE BUENAVISTA
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Buenavista, 06 de Marzo del 2013

Yo Glenda Ponce, directora del puesto de salud de Buenavista, certifico que la Sr. JORGE
DANIEL OREJUELA ORTIZ con numero de cedula 0803256965, integrante del Macro
proyecto, con tema de tesis DETERMINACION DE ROTAVIRUS MEDIANTE EL
METODO INMUNOCROMATOGRAFICO Y SU RELACION CON LOS FACTORES
DESENCADENANTES EN NINOS MENORES DE 5 ANOS DE LA PARROQUIA
BUENAVISTA DEL CANTON CHAGUARPAMBA ” realizo la toma de muestras y
posterior entrega de resultados en este puesto a todos los pacientes que asistieron a
realizarse la toma de muestra durante el mes de Febrero.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad.

Atentamente,

"'d Glend aPov&
% N‘CH:E&[‘#‘T\‘%?\

Dr Glenda Ponce
DIRECTORA DEL PUESTO DE SALUD
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Chaguarpamba, 2 de Mayo def 2013

Dra. Biog. Gladys Monge Salvador

PROPIETARIA DEL LABORATORIO CLINICO BIOGEMS - CHAGUARPAMBA
*

CERTIFICA:

Que el sefior: JORGE DANIEL OREJUELA ORTIZ con Cl. No. 0803256965, ha
realizado su trabajo de campo dentro del laboratorio que tengo a mi disposicion,
con su tema de Tesis “DETERMINACION DE ROTAVIRUS MEDIANTE EL
METODO INMUNOCROMATOGRAFICO Y SU RELACION CON LOS
PRINCIPALES FACTORES PREDISPONENTES EN NINOS MENORES DE §
ANOS DE LA PARROQUIA BUENAVISTA DEL CANTON CHAGUARPAMBA®
en las fechas correspondientes al 1ro hasta el 15 de febrero del 2013, bajo mi
estricta y plena direccion, cumpliendo de esta manera con las normas de
Bioseguridad establecidas dentro del laboratorio y trabajando con ética y
responsabilidad cada una de las muestras.

Esto es todo en cuanto puedo certificar en honor a la verdad y autorizo a la
persona antes sefialada para que haga uso de este documento para fines legales.

Atentamente

Dra. Gladys Mouge Salvador
N° Reg. te-MT
07-07-0398-11

Dra. Biog. Gladys Monge Salvador

PROPIETARIA DEL LABORATORIO CLINICO BIOGEMS — CHAGUARPAMBA
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