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1. TITULO
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2. RESUMEN

Los principales agentes virales causantes de enfermedades diarreicas agudas en
nifios(as) menores de 5 afios son el rotavirus y adenovirus entérico, los cuales son
detectados por métodos diagndsticos rdpidos y confiables, por lo tanto, tomando en
consideracién que actualmente existen test rdpidos de diferentes presentaciones que
permiten la deteccidn de ambos virus en un solo test y que la mayoria de laboratorios
clinicos utilizan solamente el test simple para la deteccién de Rotavirus, se realizé la
presente investigacion, cuyo objetivo principal fue efectuar un estudio comparativo
entre el Test Inmunocromatografico Simple y Combinado para la deteccion de
Rotavirus y Adenovirus, estudio de tipo descriptivo y de corte transversal que fue
aplicado a 100 nifios(as) menores de 5 afios, el cual permitié verificar la fiabilidad de

dichos test para la practica laboratorial en el diagndstico de esta infeccién.

Al finalizar el presente estudio se obtuvo como resultado que los dos tipos de test
puestos a prueba son confiables ya que el Test Combinado Rota-Adeno detectd 21
casos positivos, de los cuales 16 fueron de rotavirus y 5 de adenovirus; igualmente
ocurrié con el Test Simple para Rotavirus con 16 casos positivos y con el Test Simple
para Adenovirus con 5 casos positivos, lo cual demostré que el Test Combinado
alcanza igual relevancia que el Test Simple, destacandose el Test Combinado por su

ventaja de detectar los dos virus en un solo test.

PALABRAS CLAVES: Gastroenteritis Aguda, Rotavirus, Adenovirus Entérico, Test

Inmunocromatografico.



2.1 SUMMARY

The main viral agents causing acute diarrhea in children under 5 years are the rotavirus
and enteric adenovirus, which are detected by fast and reliable diagnostic methods,
therefore, taking into consideration that there are currently rapid tests with different
presentations that allow the detection of both viruses in a single test and that most
clinical laboratories use only the simple test for the detection of Rotavirus, was
conducted this research, whose main objective was to make a comparative study
between Simple and Combined Immunochromatographic Test for detection of
rotavirus and adenovirus, descriptive and cross-sectional study that was applied to 100
children under 5 years, which allowed to verify the reliability of such test for laboratory

practice in diagnosing infection.

At the end of the present study was obtained as a result that the two types of rapid
tests are reliable since the Rota-Adeno Combined Test detected 21 positive cases, of
which 16 were of rotavirus and 5 were of enteric adenovirus; exactly the same
happened with the Simple Test for Rotavirus with 16 positive cases and the Simple Test
for Adenovirus with 5 positive cases, which showed that the Combined Test has equal
relevance that Simple Test, highlighting the Combined Test by their advantage to

detect the two viruses in a single test.

KEYWORDS: Acute gastroenteritis, Rotavirus, Enteric Adenovirus,

Immunochromatographic Test.



3. INTRODUCCION

La diarrea aguda constituye una de las principales causas de morbilidad y mortalidad

en los nifios menores de 5 afios de edad, segin la OMS. *

A nivel mundial, el rotavirus es el principal agente responsable de diarrea aguda en los
ninos, convirtiéndose en uno de los frecuentes problemas con el cual deben
enfrentarse los pediatras; pues hasta hace unos afios se producian epidemias de nifios
con cuadros de diarrea y deshidratacion severa, siendo numerosos los ingresos

>3 Hoy en dia la cifra de casos ha disminuido

hospitalarios por este motivo.
considerablemente debido a la aparicion de la vacuna, a las mejoras en los sistemas de
abastecimiento y saneamiento de agua y al desarrollo de campafias a nivel mundial
acerca de la terapia de rehidratacién oral y lactancia materna; sin embargo, a pesar de
éstos logros su prevalencia y morbilidad se ha mantenido, debido basicamente a la

falta de apertura o cobertura de alguno de estos programas en algunos paises. >

Por otro lado, el adenovirus entérico se ha manifestado en 2% al 22% de los casos de
diarrea aguda infantil en el mundo; siendo éste por tanto, después del rotavirus la
segunda causa mas frecuente para esta afeccidn. Hasta el momento no existe una
vacuna eficaz contra este virus como en el caso del rotavirus.® ” Otros virus entéricos
como los astrovirus y los calicivirus se detectan con menos frecuencia en los cuadros

severos de infecciones entéricas a nivel mundial. &2

El diagndstico rdpido de este tipo de infecciones permite instaurar el tratamiento
adecuado e implantar medidas preventivas para evitar la transmisién comunitaria y/o
nosocomial. La incorporacidn progresiva de técnicas mas sensibles para la deteccién de
antigenos virales en heces, basadas en técnicas de inmunodiagndstico y biologia
molecular mejoraron el diagndstico; sin embargo, muchas de ellas no son facilmente
aplicadas debido a que toman tiempo, requieren reactivos especiales y equipamiento

sofisticado, lo cual resulta complicado sobre todo en tiempo de epidemias. La
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necesidad de realizar un diagndstico rapido de gastroenteritis aguda por virus y de
instaurar un tratamiento eficaz de la diarrea ha impulsado el desarrollo de técnicas
que acorten el tiempo de obtencidn de los resultados y que tengan altos niveles de
fiabilidad, siendo la inmunocromatografica la técnica que mdas se acerca a estos

requerimientos. 10

En la actualidad la inmunocromatografia es una de las técnicas mas modernas y mas
aplicadas en los establecimientos de salud, debido a que es una prueba rapida de baja
complejidad que no requiere instrumental especial para su realizacion y presenta
valores de sensibilidad y especificidad muy similares a los mostrados por el

. . 11-1
enzimoinmunoensayo; 13

aungue estas pruebas rapidas no pueden competir con los
grandes equipos sofisticados, pero en determinadas situaciones que requieren la toma
de decisiones médicas inmediatas a modo de urgencia, es inevitable recurrir a este

tipo de pruebas.

Debido a la gran demanda de las pruebas rapidas cada vez son mas los avances de la
técnica inmunocromatografia, tanto en el campo clinico, pues se puede detectar cada
dia mas variedad de virus ademds de rotavirus como: adenovirus, astrovirus,
calicivirus, etc.; como en el ambito de los test, asi por ejemplo surgid el test combinado
en el que se puede detectar un virus junto a otros virus (dos o tres) en un solo test,

este es por tanto un avance crucial en la deteccién de virus por inmunocromatografia.

Por otra parte, es oportuno mencionar que a pesar de que el test
inmunocromatografico combinado o también llamado “test dos en uno” o “test
combo” para la deteccién de rotavirus, adenovirus y otros existe desde hace varios
afos, no consta su disponibilidad en los establecimientos de salud de nuestra ciudad;
la mayoria dispone de pruebas rapidas para la deteccion de rotavirus en heces, pero
no cuentan con pruebas rapidas para el deteccidn de otros agentes virales entéricos
como: adenovirus, astrovirus, calicivirus, etc., por la falta de pedidos o solicitudes de la
prueba por parte de los pediatras quienes han subestimado algunos virus entéricos del
cuadro diarreico agudo debido posiblemente a los bajos de indices de prevalencia que
dichos virus presentan en otros paises, asi como también por la falta de

investigaciones epidemioldgicas de virus entéricos en nuestro pais y ciudad. Por lo que
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en casos de sospecha de diarrea viral se solicita habitualmente la prueba para
deteccion de rotavirus; cuando esta prueba es negativa, en la mayoria de casos el
clinico prescribe antibidticos, asumiendo que la causa es bacteriana, cuando en
realidad podria tratarse de otro agente viral entérico para el cual el tratamiento no
requiere uso de antibidticos; por lo tanto un diagndstico acertado de estos virus

impide la administracién innecesaria de antibicticos en los nifios. *°

Dada la importancia, la presente investigacidon tuvo como objetivo principal efectuar
un estudio comparativo entre el Test Inmunocromatografico Combinado
Rotavirus+Adenovirus, el Test Inmunocromatografico Simple para Rotavirus y el Test
Inmunocromatografico Simple para Adenovirus con el fin de aprobar o rechazar la
fiabilidad de los mismos en la prdctica laboratorial en el diagndstico de esta infeccién,
lo cual servird para poner a conocimiento del personal de salud y de igual forma dar a
conocer la importancia de la solicitud de la prueba de deteccién no solamente de
rotavirus sino también de adenovirus entérico por parte de los pediatras en caso de

sospecha de diarrea viral.

Por otro lado, la importancia del rotavirus en la gastroenteritis aguda infantil es muy
conocida en todo el mundo, sin embargo, todavia hace falta estudios al respecto de los
adenovirus entéricos en nuestro pais y ciudad; por lo cual otros de los objetivos de
esta investigacidn fueron: establecer el indice de prevalencia de infeccion por rotavirus
y/o adenovirus, identificar los principales factores desencadenantes de infeccidn
diarreica viral que contribuyen a su aparicidn y efectuar una propuesta educativa que
fomente las practicas higiénico—sanitarias, con el fin de disminuir la incidencia de
diarreas agudas virales alertando a la poblacidon e impulsando medidas preventivas

convenientes que beneficien a la comunidad en general.

Al concluir la investigacion, el Test Inmunocromatografico Combinado
Rotavirus+Adenovirus alcanzé igual relevancia que el Test Inmunocromatografico
Simple, mostrando una concordancia del 100% entre ambos, destacandose el
combinado por su ventaja de detectar los dos virus en un solo test. Ademas se detectd
una prevalencia del 0.16 (16%) en Rotavirus y 0.05 (5%) en Adenovirus en nifios(as)

menores de 5 afos con cuadro diarreico que acudieron al Hospital Regional Isidro
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Ayora. Asi mismo se identificd que los principales factores de riesgo asociados a
gastroenteritis aguda causada por dichos virus fueron: la edad, siendo los nifios(as) de
12 a 24 meses los mads afectados, cuidados del nifio(a) en guarderias, abastecimiento
de agua entubada no tratada en la vivienda del nifio(a), practicas inapropiadas de
lactancia materna, pues predomind la lactancia a base de férmula infantil y la
eliminacidn de heces de los nifios(as) en letrinas por falta de alcantarillado publico en

areas suburbanas y rurales de nuestra ciudad.

Finalmente se llevd a cabo una propuesta educativa de prevencion con el fin de
impulsar medidas higiénico-sanitarias, aportando a la disminucién de la frecuencia de

gastroenteritis aguda causada por dichos virus.
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4. REVISION DE LITERATURA

GASTROENTERITIS AGUDA VIRAL
1. ANTECEDENTES HISTORICOS

En el afio 1929, el pediatra John Zahorsky describié la -enfermedad emética del
invierno- que se acompafaba de diarrea en la mayoria de los pacientes. Tal
denominacién no era informativa en cuanto a su etiologia, pero daban fe de su

contagiosidad los experimentos con voluntarios asi como los brotes que se producian.

En 1963, uno de esos brotes surgié en una escuela de Gran Bretafia en donde
enfermaron 142 de 830 escolares. Los intentos por desvelar la causa infecciosa fueron
infructuosos, pero, por si acaso, muestras fecales de un joven de 18 afios (W) fueron
congeladas a -702 C. Casi 8 afios después, esas muestras se descongelaron para llevar a
cabo un nuevo intento de identificar al supuesto virus en un experimento en el
laboratorio de salud publica de Bristol con voluntarios, a los cuales se les administré un
vaso de bicarbonato sddico diluido en agua y enseguida otro vaso con zumo de naranja
al que se le habia anadido la emulsién fecal abacteriana. Con ello se verificé algo que
ya era conocido, la transmisibilidad de la enfermedad; sin embargo, respecto a la
etiologia sélo se pudo afirmar que el “agente W” era una particula estable al calor,

menor de 50 nm.

En 1968 surgid un nuevo brote epidémico de gastroenteritis en una escuela de una
localidad llamada Norwalk, en Ohio (EEUU), donde enfermaron 116 de 232 personas.
El episodio fue diagnosticado como brote de la enfermedad emética del invierno, el
agente causal, “agente Norwalk” quedd sin identificar entonces, a pesar de los
esfuerzos de los investigadores. Las muestras fecales abacterianas fueron guardadas y
entregadas pocos afios después a otro grupo de investigadores dirigidos por Albert
Kapikian. En esta ocasion la muestra fue sometida a procedimientos de investigacion

nuevos en este campo, mediante inmuno-microscopia electrénica (IME) se

14



identificaron en las heces unos conglomerados de particulas redondas estructuradas

de pequefio tamafio (27 nm) que resultaron ser el agente causal de aquel brote.

Este original y meticuloso estudio fue publicado en 1972 en el Journal of Virology, y
aunque con anterioridad se habian identificado virus en heces, ha pasado a la historia
como el primero en que se logré demostrar el papel causal de un virus en cuadros de
gastroenteritis humana. El propio Kapikian relatd en un articulo del afio 2000 los
puntos clave de aquel descubrimiento, el problema radicaba en que estos virus no se
dejaban cultivar, y no habia forma de identificarlos in vitro. De ahi que tuviera que
emprender un camino distinto, mediante la utilizacion del microscopio electrénico

combinado con técnicas inmunoldgicas.

En 1973, en Australia, Ruth Bishop encontré viriones en biopsias de mucosa duodenal
extraidas de nifios hospitalizados por gastroenteritis aguda. En esta ocasién fueron

técnicas de patofisiologia las aplicadas; en la identificacidon de aquel reovirus.

Hoy las cosas han cambiado mucho. Tanto las técnicas de investigacién como la

III

taxonomia de los virus, sobre la cual se sigue debatiendo. El “agente Norwalk” es
desde 2002 denominado norovirus (nor, de Norwalk) y aquel reovirus primitivo

consolidd su nombre como rotavirus (por su aspecto de rueda).

Desde entonces aumenté de manera constante la cantidad de virus asociados a GEA,
en la actualidad se conocen: calicivirus, adenovirus entéricos, astrovirus, coronavirus y

otros. 19
2. EPIDEMIOLOGIA

Las enfermedades diarreicas son la segunda mayor causa de muerte de nifios menores
de 5 afios en el mundo y ocasionan la muerte de 760 000 millones de nifios cada afio.
El origen de las diarreas es basicamente por agentes infecciosos como virus, bacterias
y parasitos de habitat intestinal; siendo las mas comunes la gastroenteritis aguda de
etiologia viral junto con gastroenteritis aguda producida por Salmonella o

Campylobacter segun el pais. 2°
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Los principales agentes etioldgicos virales asociados a la gastroenteritis aguda son
rotavirus, adenovirus, astrovirus, y calicivirus, a los que en los ultimos afios se han

sumado otros, como coronavirus, pestivirus, torovirus, etc. 19,21, 22

Los rotavirus son la principal causa de diarrea grave en los nifios produciendo mads
alrededor de 527,000 muertes anuales y aproximadamente 36% de las
hospitalizaciones por diarrea en menores de 5 afios de edad en el mundo. * En cuanto
a adenovirus existen 47 serotipos asociados a enfermedad en humanos; el 40 y 41 del
subgénero F son causa importante de gastroenteritis; hasta el momento no existe una
vacuna eficaz contra este virus. Estudios epidemioldgicos detectaron adenovirus en 2%
a 22% de los casos de diarrea aguda infantil en hospitales y dispensarios clinicos; por lo
tanto, después de los rotavirus son la segunda causa mas frecuente para esta afeccién

en los nifios.

En Ecuador, de acuerdo al MSP el 6% de las muertes de los nifios menores de 5 aios,
es por causa de diarrea aguda; y el 40,8 % de estos casos que ascienden a mas de
. 9 , . .
500.000 es causado por el rotavirus. * Hoy en dia la cifra de casos de rotavirus ha
disminuido considerablemente bdsicamente gracias a la aparicion de la vacuna.
Respecto al adenovirus entérico hacen falta el desarrollo de mas estudios en nuestro

pais.
3. CONCEPTO

La gastroenteritis aguda, como su nombre lo indica, es la inflamacién de la mucosa
gastrica e intestinal, producida por un agente infeccioso (virus, bacterias o parasitos

entéricos) o sus toxinas.
4. SINTOMAS

La gastroenteritis aguda, se caracteriza por la aparicién de un sindrome diarreico
agudo con frecuencia acompafiado de otras manifestaciones clinicas, como nduseas,

vémitos, fiebre y dolor abdominal. **

La diarrea aguda consiste en la disminucion de la consistencia de las heces (blandas o

liguidas) y/o un incremento en la frecuencia de evacuacion (mas de 3 en 24 horas). El

16



término agudo viene dado de ser habitualmente un proceso de caracter autolimitado,

con una duracién habitualmente menor de 7 dias y nunca superior a 14 dias.
5. COMPLICACIONES

En los paises de recursos limitados, entre otras consecuencias de la diarrea infantil
viral se incluyen: deshidratacion, desnutricion, disminucién del crecimiento,
inmunodeficiencia y trastornos del desarrollo cognitivo; que al no ser tratadas

oportunamente predisponen a la muerte por otras enfermedades oportunistas. *

6. PRINCIPALES AGENTES VIRALES DE GEA

ROTAVIRUS

El rotavirus (del lat. Rota: rueda) tiene una apariencia caracteristica parecido a una
rueda, cuando es visualizado mediante microscopio electrénico. Es un virus RNA que
pertenece a la familia Reoviridae. Fueron descubiertos observando al microscopio
electrénico biopsias de duodeno en nifios con diarrea aguda. Subsecuentemente

. . , . 2
fueron detectados en heces por microscopia electrénica. 2

Son la causa mas importante de diarrea en menores de 5 afios, con cuadro clinico que
varia desde la forma asintomatica hasta la deshidratacién en diferentes grados,

choque hipovolémico, secuelas como insuficiencia renal crénica y muerte. 24
Estructura

- Virién: Simetria Icosaédrica de 60 a 80 nm de didmetro, con una capside de doble
cubierta con proyecciones. Garcia y Picazo

- Composicion: RNA (15%), proteina (85%)

- Genoma: RNA bicatenario, lineal con 11 segmentos.

- Envoltura: Ninguna

- Replicacidn: Citoplasma.

- Proteinas: El genoma viral codifica 6 proteinas estructurales (VP, del inglés “viral

protein”) y 6 no estructurales (NSP, del inglés “non structural protein”):

17



- VP1: Situada en el nucleo del virus, es una enzima necesaria para la transcripcién
enddgena (RNA polimerasa).

- VP2: Se encuentra en la capa interna del Viridn unida al genoma de ARN.

- VP3: También forma parte de la capa interna del virién, es una enzima necesaria para
la encapsidacion (glutamil transferasa de ARNm).

- VP4: Se encuentra en la parte externa del virién. Es una hemaglutinina que se inserta
en la matriz formando proyecciones en forma de “espigas” lo cual es importante para
la penetracion del virus a la célula.

- VP6: Forma la capa intermedia del virién. Es una glicoproteina altamente antigénica,
contiene tanto el antigeno de grupo como el de subgrupo por lo cual puede usarse
para determinar la especie del rotavirus.

- VP7: Forma la capa externa del virién o capside; junto con la VP4 inducen anticuerpos

neutralizantes (respuesta inmunitaria). 2

Las proteinas no estructurales (NSP1 - NSP6) colaboran en la replicacién viral,
morfogénesis, restriccion del hospedero, secuestro de la maquinaria biosintética
celular y en la patogenia. NSP4 es una enterotoxina viral que induce diarrea y fue la

. . . . o 23,25,2
primera enterotoxina viral que se descubrid. 2> > 2

Clasificacion

Los rotavirus se clasifican en grupos y serotipos segun las propiedades antigénicas de

las proteinas de la capside.

- La clasificacidon en grupos se hace segun las propiedades antigénicas de la proteina
VP6. Actualmente se reconocen 7 grupos (A-G) siendo el grupo A el que produce
principalmente infeccion en el ser humano.

- La clasificacion en serotipos se hace segun las proteinas de la capside externa: VP7,
glicoproteina que determina la especificidad de tipo G; y VP4, que por su

sensibilidad a la proteasa determina la especificidad de tipo P.

En la actualidad se han descrito 15 serotipos G y al menos 26 serotipos P. Aunque los

genes que los codifican se segregan de forma independientemente, las asociaciones
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predominantes en rotavirus humanos son los tipos G1, 3 y 4 con el serotipo P[8], el

tipo G2 con el serotipo P[4] y mas recientemente el G9 con P[8] y P[6]. 19
Patogenia

Los rotavirus infectan las células de las vellosidades del intestino delgado (respetan la
mucosa gastrica y la coldnica). Se multiplican en el citoplasma de enterocitos y
lesionan sus mecanismos de transporte. Una de las proteinas codificadas por rotavirus,
la NSP4, es una enterotoxina viral que activa la secrecion al desencadenar una via de
transduccion de sefial. Las células lesionadas se desprenden hacia la luz del intestino y
liberan grandes cantidades de virus, que aparecen en las heces (hasta 1012 particulas

por gramo de heces).

En ocasiones la diarrea por rotavirus se debe a alteraciones de la absorcién de sodio y
glucosa a medida que las células lesionadas en las vellosidades son remplazadas por
células inmaduras de las criptas que no absorben. El establecimiento de la funcién

puede tardar tres a ocho semanas. 2
Cuadro Clinico

El mecanismo de transmision es el contacto directo de una persona a otra por via
fecal-oral. La diseminacidn a partir de las heces puede tener lugar mediante diversos
vehiculos, principalmente las manos, donde se ha documentado la supervivencia del
virus durante varias horas. Se han descrito brotes asociados a aguas contaminadas,
habiéndose evidenciado la supervivencia del virus durante varios dias tanto en aguas

. .. 2
residuales como en las utilizadas para el consumo. *°

Por otro lado, la rdpida adquisicion de Ac frente al virus en los primeros afios de vida
en todas las poblaciones estudiadas independientemente de sus condiciones
higiénicas, ha sugerido que el rotavirus puede ser transmitido por via aérea. Sin
embargo, los estudios llevados a cabo no han sido concluyentes a la hora de demostrar

la presencia de rotavirus en secreciones respiratorias.

Periodo de incubacion: El periodo de incubacién medio es de 3 dias, con un rango

entre 1y 4 dias. *°
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Periodo de transmisibilidad: Un gran nimero de pacientes excreta particulas virales en
las heces en los dias previos a la aparicion del cuadro clinico, con una maxima
eliminacidn viral en los 2-5 dias siguientes al inicio de la diarrea. La mayoria dejan de
eliminar estas particulas en los 10 dias siguientes al comienzo de los sintomas, aunque
estudios con técnica de RT — PCR han demostrado excrecion viral durante casi dos

meses en pacientes con cuadros clinicos graves. %/

Capacidad infectiva: Este virus presenta una baja dosis infectiva (entre uno y diez
virones) asi como a una elevada excrecién, lo que explicaria la alta frecuencia de

infeccion entre los contactos de un caso.
Respuesta Inmune

Tras una infeccién por rotavirus la inmunidad local intestinal protege frente a
episodios severos sucesivos. Las proteinas VP7 y VP4 dan lugar a una respuesta
inmune, independiente para cada una de ellas, mediante la produccion de Ac
neutralizantes. La primoinfeccién induce una respuesta homotipica (frente a un
serotipo) con posteriores respuestas heterotipicas (reacciones cruzadas con otros

serotipos) en infecciones subsiguientes.

Asi, en la 1° semana de la enfermedad se detecta IgM especifica de rotavirus en el
liquido duodenal y en suero. Al 1° y 4° mes después de la infeccidn se detecta en suero
y en liquido duodenal IgG e IgA especificas de rotavirus. Un afio después se detecta en
el suero IgG, pero no IgA, por lo que la IgA es un excelente marcador de infeccién
reciente (tanto primaria como reinfeccion) debido a su rapidez de desaparicion de la
superficie de la mucosa intestinal. Si bien esta descrita la reinfeccién sintomatica un
afo después de la infeccién primaria (aun con el mismo serotipo), no es habitual la
reinfeccion dentro de los 4 meses. El nivel elevado de IgA especifica de rotavirus en las

heces se correlaciona con la proteccidn contra la enfermedad.

Por otro lado, la respuesta inmune provocada por la proteina VP7 (tipos G) ha sido
aprovechada para el desarrollo de vacunas que confieren proteccion homotipica (un
tipo G concreto) o heterotipica (multiples tipos G). No obstante, en la evolucidén de los

rotavirus pueden generarse nuevas cepas por el intercambio de material genético
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entre distintos tipos (resortantes) que coinfectan una misma célula. Otra posible forma
de introduccién de nuevos tipos es la adaptacidn directa de un virus animal al hombre

(salto inter-especies).

Finalmente, cabe la posibilidad de que un virus humano poco circulante irrumpa
violentamente en una poblacién susceptible. Por estos motivos, seglin algunos
autores, quiza sea conveniente incluir en futuras vacunas frente a rotavirus nuevos

antigenos no contemplados en las actuales.
Tratamiento

El tratamiento es sintomatico, se corrige la pérdida de agua y electrdlitos. Consiste en
la reposicién de liquidos y del equilibrio electrolitico con soluciones de rehidratacién
por via oral o por via intravenosa, como sea factible. Las soluciones de rehidratacion
oral contienen glucosa y sodio (el transporte de ambos estimula la absorcién de agua);
ademas llevan cloro, potasio, citrato, bicarbonato, lactato, glucosa, sacarosa,
aminodacidos, etc., favoreciendo la accién de la bomba de sodio y disminuyendo las
pérdidas por heces en las primeras 24 horas de tratamiento. La persistencia de
vomitos no constituye una contraindicacidén absoluta de la rehidratacion oral, situacién
en la que es aconsejable pequefios volimenes de 5-10 ml cada 2-3 minutos con
cuchara o jeringa e ir aumentando la cantidad de suero segun la tolerancia. La
realimentacién sera lo mas pronto posible y una vez que se sobrepase la fase de
rehidratacion, ya que se promueve la regeneracién del enterocito y se disminuye la

permeabilidad intestinal.

Debido a que los multiples ciclos de replicacién del rotavirus se producen antes del
inicio de la enfermedad clinica, la administracion de Ac en el momento del inicio de la
enfermedad sea muy tardia para alterar su curso clinico. Por el contrario, en los casos
crénicos e inmunodeprimidos los preparados con Ig especificas del rotavirus
administradas por via oral pueden disminuir la eliminacidn de particulas virales por las
heces y mejorar la enfermedad. Aunque se ha visto que la ribavirina altera la
replicacion viral in vitro no existen evidencias de que modifique la enfermedad clinica
in vivo. Los farmacos antiperistdlticos o antisecretores deben evitarse ya que pueden

causar en los nifios efectos secundarios importantes. 19
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ADENOVIRUS

Los Adenovirus deben su nombre a que inicialmente fueron aislados a partir de
adenoides. Pertenecen a la familia Adenoviridae; dentro de éstos, los serotipos que
estdn mas frecuentemente asociados con la produccién de gastroenteritis son el 40 y

41, que pertenecen al subgénero F. *°

Los adenovirus son endémicos en la poblacion pediatrica, han sido reportados como
causantes de gastroenteritis entre un 7 y un 17 % de todas las infecciones intestinales
en nifios, habiendo poblaciones donde el 50 %, a los 4 afios de edad tienen Ac contra
adenovirus entéricos, siendo superados solamente por los rotavirus como causa de

diarreas en infantes. %
Estructura

= Virién: Simetria Icosaédrica de 70 a 90 nm de didmetro, con capside que consta de
252 capsdmeros. La fibra se proyecta desde cada uno de los 12 vértices, o bases
de pentona, el resto de la capside consta de 240 capsémeros de hexonas.

= Composicion: DNA (13%), proteina (87%)

= Genoma: DNA bicatenario lineal.

= Proteinas: Las principales proteinas estructurales son hexona, base de pentonay
fibras son las principales proteinas externas de la capside; importantes en la
clasificacién de los virus y el diagndstico de las enfermedades.

= Envoltura: Ninguna

= Replicacion: Nucleo 2

Proteinas Estructurales

- Hexén: Limita con 6 capsdmeros y se encuentra en las caras triangulares del virién;
contiene antigenos comunes a los adenovirus humanos.

- Pentdn: Limita con 5 capsdmeros y se localiza en los vértices y la fibra, que es una
hemaglutinina. Es comun a la familia Adenoviridae.

- Fibras: Son los antigenos de tipo-especificos, con especificidad de grupo.
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Proteinas No Estructurales

Estas proteinas no son ensambladas en los viriones intactos, y entre ellas se
encuentran una proteina tardia necesaria para el ensamblaje del trimero de la hexona
a partir de mondmeros; la proteina de unién al ADN (DBP), que constituye un producto
temprano y necesario para la elongacién del ADN viral; y la ADN polimerasa esencial
para la replicacién. Otros péptidos importantes son, por ejemplo, una proteina que
interviene en la regulacion de otras funciones génicas tempranas y constituye ademas

un antigeno tumoral.
Clasificacion

Los adenovirus pertenecen a la familia Adenoviridae; la cual se divide en cuatro
géneros; los adenovirus humanos corresponden al género Mastadenovirus. % Se han
aislado por lo menos 51 serotipos de adenovirus humanos que producen diferentes
enfermedades (infecciones del tracto respiratorio superior, enteritis, conjuntivitis,
cistitis y meningoencefalitis), 9 10s cuales han sido agrupados en seis subgéneros (A a
F) en base a diferencias en la capacidad hemaglutinante, propiedades oncogénicas, al
tipo y tamano de las proteinas estructurales y al grado de homologia a nivel de la

. ;. , . 2
secuencia de nucleétidos en el ADN gendmico. 2

Los serotipos mas frecuentes en las muestras clinicas son los de tipo respiratorio (1, 2,
3,5y 7)ylos de tipo de gastroenteritis (40 y 41) del subgénero F; también aunque en
menor nimero, otros serotipos del subgénero A (12, 18 y 31) y del subgénero C (1, 2,5

y 6) han sido asociados a gastroenteritis. *°
Patogenia

Estos virus se replican en células epiteliales de la faringe, conjuntiva, intestino delgado
Yy en ocasiones otros sistemas organicos. Después pasan a los ganglios linfaticos
cervicales, preauriculares y mesentéricos. Este virus establece tres tipos de

interacciones con las células del huésped:

a) Litica: Hay muerte celular como resultado de la infeccion viral (células muco

epiteliales). Se da el ciclo replicativo completo con liberacion de viriones (se producen
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entre 10.000 y 1.000.000 de virus por célula, de los cuales 1-5% son infecciosos). Se da

en células epiteliales.

b) Latente: El virus permanece en la célula huésped, la cual no es eliminada (tejido
linfoide como adenoides, placas de Peyer). Dicha infeccion puede reactivarse en
pacientes inmunocomprometidos. Los del grupo C persisten en infecciones latentes
durante afios en adenoides y amigdalas, y salen en las heces durante muchos anos

después.

c) Transformacién oncogénica: El tercer tipo de infecciéon, no descrita en seres
humanos, pero si en animales de experimentacion, consiste en la integracion del ADN
viral al ADN celular y posterior replicacidn; sin produccién de viriones infecciosos pero

relacionado a la capacidad oncogénica del virus. 30,31

Los adenovirus entéricos ingresan directamente al tubo digestivo y se localizan a nivel
del intestino delgado donde producen alteraciones en la pared que se traducen en un

cuadro diarreico. 32

Existe muy poca informacion acerca de los mecanismos fisiopatoldgicos involucrados;
segln estudios in vitro e in vivo se vio que dichas cepas del virus tenian predileccién
por células epiteliales con microvellosidades, concentrandose a nivel de las mismas,
produciendo una alteracién en el borde en cepillo. Sin embargo, aln no se conoce

cémo la infeccién afecta decididamente la funcién intestinal. 2
Cuadro Clinico

Se presenta diarrea que dura de 8 a 13 dias y hasta 21 dias, fiebre de poca intensidad,
vémitos escasos, dolor abdominal; la enfermedad normalmente es leve y autolimitada,
pero puede ser persistente y grave en pacientes inmunodeprimidos y puede presentar
datos de intolerancia a la lactosa que persisten por 5 a 7 meses después de la infeccién

por adenovirus entéricos.

- Mecanismo de Transmision: El contacto directo via fecal - oral es la principal via de
contagio. La transmisién por vehiculo comun a través del agua o los alimentos no ha

sido demostrada.
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- Periodo de Incubacién: De 8-10 dias, mas largo que el de otros virus.

- Periodo de Transmisibilidad: Se prolonga mientras dura la enfermedad.

- Susceptibilidad del individuo: Se afectan principalmente nifios menores de 2 afos,
aunque también nifios mas mayores y adultos. Los anticuerpos especificos que se
producen confieren proteccién tanto frente a la infeccion actual como en las

reinfecciones por el mismo serotipo. No existe el predominio estacional.
Respuesta Inmune

Aunque se considera que los anticuerpos neutralizantes frente a adenovirus entérico
son tipos especificos (es decir, confieren proteccidon frente a reinfecciones por el
mismo serotipo), recientemente se ha documentado un elevado efecto de
neutralizacidon cruzada entre algunos serotipos. Este hecho abre nuevas perspectivas

sobre la posible utilidad de la vacunacidn frente a estos agentes.
Tratamiento

No hay ningun tratamiento antiviral especifico, debido a ello, las enfermedades graves
por adenovirus entérico pueden resolverse Unicamente tratando los sintomas y las
complicaciones de la infeccidn, es decir, el tratamiento es sintomatico, se corrige la

pérdida de agua y electrdlitos, al igual que el rotavirus. *°

7. FACTORES PREDISPONENTES DE GEA VIRAL
Medidas Higiénicas

El principal vehiculo de transmision implicado son las manos contaminadas. El
rotavirus puede sobrevivir en las manos por lo menos 4 horas, en tejidos y materiales
como la ropa o instrumentos médicos durante varios dias y hasta 10 dias en
superficies no porosas en un ambiente seco de baja humedad. Asi como también

puede sobrevivir en el agua y alimentos contaminados varios dias.
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Factores del Huésped

Edad Infantil: En los neonatos la infeccion es frecuente y cuando aparece suele ser
asintomatica. Existiria proteccion en los menores de seis meses por transferencia de
anticuerpos maternos por via pasiva transplacentaria, asi como por la lactancia

materna.

Los nifios entre 6 meses y 2 afios constituyen un colectivo con mayor susceptibilidad a
la infeccion. Durante este periodo se produce, por un lado, la disminucidon de la
inmunidad pasiva transferida desde la madre y la maduracion del tracto
gastrointestinal, y por el otro, la posterior adquisicion de la inmunidad activa

relacionada con la infeccidon natural.

Lactancia Materna: En la etapa neonatal el sistema inmune al igual que otros érganos y

sistemas se encuentra incompletamente desarrollado debido a la inexperiencia
antigénica y la prevalencia de factores supresores durante la vida fetal. Sin embargo, el
neonato debe ser capaz de defenderse contra los microorganismos hostiles del
ambiente, pero al carecer de un mecanismo de defensa competente es alta la

incidencia de enfermedades infecciosas en el periodo perinatal.

Las inmunodeficiencias son aminoradas por mecanismos compensatorios que ocurren
de forma natural, como el paso transplacentario de Ac e Ig G con alta avidez de la
madre al feto durante la vida intrauterina. Después del nacimiento, la leche materna
es la responsable de mantener el nexo inmunoldégico madre-hijo, al suministrarle a
este los nutrientes necesarios y elementos protectores para hacer frente a las
adversidades del medio externo al cual se incorpora a vivir, para su buen desarrollo y
crecimiento, puesto que la leche humana es una emulsion de grasas en una solucién
azucarada que contiene carbohidratos, lipidos, proteinas, calcio, fésforo, vitaminas,
células, inmunoglobulinas, lactoferrina, cloro, sodio, seroalbimina, y otras sustancias

gue la hacen el alimento ideal para el nifio.

En la leche materna no solo se encuentran las proteinas nutrientes, existen otras cuyas
funciones principales no son las de nutrir al recién nacido, entre las que se encuentran

las limosinas, con funciones antimicrobianas no especificas, con accidon bactericida
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contra enterobacterias y bacterias grampositivas que producen cuadros diarreicos en

los lactantes, lo cual trae como consecuencias ingresos reiterados de los infantes.

La leche materna contiene a su vez IgA, IgG y IgM, cuya funcidén es proteger las
mucosas y proporcionar proteccion local intestinal contra poliovirus, Escherichia coli,
V. cholerae, capaces de enfermar a los nifios con la repercusion social que esto trae
implicito. La 1gG y la IgM protegen contra virus sincitial respiratorio como el
citomegalovirus, la rubéola, entre otros. La lactoferrina que contribuye a la absorciéon
del hierro en el intestino del nifio, tiene efecto bacteriostatico importante contra
estafilococos, Escherichia coli, Cdndida albicans mediante la privacion del hierro que
requieren para su crecimiento, ademas estos nifios amamantados no padecen de
anemia por la concentracidon de este vitamineral contenido en la leche materna, por

tanto enferman con menos frecuencia.

La relacién entre la infeccién por rotavirus y la proteccién transferida a través de la
lactancia materna es controvertida. Estudios de cohortes y observacionales han
revelado que la lactancia materna exclusiva puede ofrecer algun grado (40%) de la
proteccion contra la gastroenteritis por rotavirus durante los primeros meses de vida.
Una proteina IgSc o inmunoglobulina anti-rotavirus contenida en el componente
secretor parece proteger contra la infeccién sintomatica por rotavirus y recientemente
se atribuido a la lactaderina una glicoproteina contenida igualmente en la leche
materna, cuya funcién es fijar especificamente la particula viral e inhibir su replicacién
y desde el punto de vista clinico la disminucién o ausencia de sintomas y sus

complicaciones y la rapida recuperacion de los pacientes.

Sin embargo, no hay evidencia de que la proteccién sea a mas largo plazo una vez que

la alimentacion con lactancia materna culmina. 68

Edad geridtrica e Inmunosupresién: Constituye también uno de los colectivos mas

susceptibles por la disminucion general de la inmunidad, asi como el grupo de riesgo
de nifos y adultos inmunocomprometidos, ya sea por inmunodeficiencias congénitas,

trasplante de médula dsea o trasplante de drganos sélidos.
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Migrantes: Debido a que en cada region circulan virus diferentes, aquellos viajeros que
visitan zonas donde no se encuentran las mismas variedades de virus para las que
disponen de inmunidad, son un grupo que dispone de un nivel de defensa menos

eficaz frente a la infeccion.

= Factores Ambientales

La convivencia de los nifios en guarderias, de adultos en hospitales y de ancianos en

residencias, permite la difusidn de factores causales de gastroenteritis.

= Factores Climaticos

La estacionalidad de la enfermedad producida por rotavirus es un factor tan
importante como un tanto desconocido. La incidencia de la enfermedad en paises de
clima tropical suele ser continua a lo largo del afio sin un patrén claramente definido,
mientras que en los paises templados sigue un patrdn estacional aumentando en la
estacion invernal y raramente identificado en los meses de verano, a diferencia de las
diarreas de causa bacteriana y parasitaria que serian mas frecuentes en los meses

calidos.

Algunas revisiones han destacado que esta descripcién de la realidad estacional de la
infeccion podria complementarse y ampliarse, de manera que, globalmente, el
rotavirus a) estaria presente durante todo el afo en paises tropicales, b) descenderia
de forma importante en los meses calurosos en paises de clima templado, c) seria mas
frecuente en los meses frios tanto en zonas templadas como en las cercanas al trépico,
y d) los picos invernales en los paises de climas mas templados se extenderian mas alla
de los meses de invierno a meses de otofo y primavera. Esta ampliacién del patrén
estacional podria indicar que ademas de la temperatura existirian otros factores

relacionados con la distribucidn anual de la enfermedad.

Factores socio - econdmicos

- Hacinamiento
- Falta de acceso al agua potable

- Falta de posibilidades de refrigeracién de los alimentos
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Sistema de eliminacion de excretas ineficiente.
Falta de acceso a informacion.
Dificultad de acceso a los servicios de salud.

Analfabetismo. %

PREVENCION Y CONTROL DE GEA VIRAL

Medidas higiénicas estrictas como lavado de manos frecuente y la limpieza de
objetos y superficies con desinfectantes adecuados (hipoclorito o una solucién de
etanol al 70%) son de importancia en la interrupcion de la transmisién de la
infeccidn.

Mantener la higiene en el hogar, vigilar el buen manejo de los desechos, lavar bien
los muebles del sanitario y desinfectarlos con cloro.

Lavarse las manos antes de alimentar al niflo, después de ir al bafio y después de
cada cambio de pafial.

Después del cambio, envolver los pafiales y colocarlos en una funda plastica
amarrada, y tirar inmediatamente en botes que se mantengan cerrados y alejados
de los alimentos. Es util la colocacién de material absorbente alrededor de los
panales para evitar la extension de la infeccién.

Evitar la exposicion a personas enfermas de gastroenteritis aguda con nifios de
corta edad, inmunosuprimidos e instituciones cerradas.

Consumir agua hervida, lavar bien los alimentos y evitar el contacto de los
alimentos con insectos.

En dmbitos grupales, son recomendables las toallas de papel, pues las toallas sucias
pueden ser una fuente de infeccidén de los brotes epidémicos.

Otro punto importante es la promocion de la lactancia materna, aunque no impide
la infeccidén, parece atenuar la enfermedad, por lo que estimular su empleo en la
alimentacion de los nifios podria disminuir la incidencia de deshidratacién y la
consecuente hospitalizacion.

Vacunas: En el caso de rotavirus, algunos estudios sostienen que la inmunidad

inducida por la infeccion natural del virus protege a los niflos de episodios
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subsecuentes de diarrea grave por dicho virus o por rotavirus de un tipo G distinto.
En la mayoria de los casos de inmunidad homotipica desarrollada tras la primera
infeccidn por un virus salvaje, sucesivas reinfecciones con rotavirus (incluso por el
mismo serotipo) incrementan la carga de la respuesta inmune especifica de
proteccion heterotipica. Por otra parte, se ha demostrado que las infecciones
asintomaticas confieren la misma inmunidad protectora que las sintomaticas. Esto
confirmaria el beneficio hipotético de una vacunacién. En el momento actual
existen dos vacunas, Rotarix que utiliza una cepa de rotavirus G1 humano atenuada
y Rotateq que emplea 5 cepas bovino-humanas. Por otro lado, no se cuenta con

vacunas contra adenovirus entérico a nivel poblacional. 15,19, 28

9. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL
El diagndstico diferencial de una gastroenteritis virica se hace atendiendo a:

* Los antecedentes epidemioldgicos, como edad, la forma de presentacién de los casos
(esporadicos o como parte de un brote), el tipo de alimento sospechoso y el periodo
de incubacion (teniendo en cuenta que éste depende tanto de la dosis infectiva como

de la resistencia del huésped).
e La existencia de factores predisponentes, como la inmunosupresién.

¢ El tipo de diarrea (acuosa, mucosa o sanguinolenta). Los virus, a diferencia de las
bacterias invasivas, producen una diarrea sin sangre ni pus. Sin embargo, esta diarrea
no se diferencia de la producida por bacterias toxigénicas como Staphylococcus
aureus, Escherichia coli enterotoxigénico o Clostridium perfringens. Cabe anadir que un
porcentaje de nifios con gastroenteritis puede presentar una infeccion mixta, virus-

virus o virus-bacteria,

¢ La presencia de signos y sintomas clinicos, como fiebre, dolor abdominal, nduseas,

vomitos y diarrea. 19
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10. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO
Métodos Directos
1. Cultivos Celulares: El virus como agente infeccioso

El aislamiento del virus era la técnica standard de oro sobre la cual se median todas las
pruebas de diagndstico viral, pero hoy en dia con el desarrollo de las nuevas técnicas
de Biologia Molecular ya no es la mas sensible. De igual forma el aislamiento de virus
tiene una alta sensibilidad y especificidad debido a que sélo se amplifica el virus; sin
embargo, existen desventajas: el proceso suele ser laborioso, caro y lento, demanda
dias a semanas para la identificacién, y en consecuencia puede no estar disponible a
tiempo para influir en la atencién del paciente. Por otra parte requiere el uso de

sistemas de cultivos adecuados.

Un cultivo celular es obtenido, de explantes de drganos o de embriones de animales.
Estas células obtenidas asépticamente se disocian tratdndolas con una enzima
(tripsina) que rompe el cemento intercelular. La suspension de células libres asi
obtenidas se coloca en la superficie plana de un recipiente de vidrio o plastico en
donde las células se adhieren y multiplican formando una fina capa de células
denominada monocapa celular. Esta monocapa de células crece en un medio de
cultivo complejo que contiene albumina, vitaminas, sales, glucosa, etc., en un sistema
buffer. Se previene la contaminacion bacteriana adicionandole al medio antibidtico

adecuado.

Luego de inoculado el cultivo celular, se incuba a 35-37°C hasta 14 dias promedio,
esperando la aparicion de efecto citopatico (visualizacion de cambios morfolégicos en
las células inoculadas producidas por la acciéon del virus sobre el cultivo celular),
toxicidad o degeneracion celular, observando el cultivo al microscopio a las 24, 48, 72

hs y luego 2 veces por semana. 35
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2. Técnicas Inmunolodgicas: Deteccion de Antigenos Virales

Inmunofluorescencia (IF)

Esta técnica emplea Ac conjugados a fluorocromos. Los fluorocromos son moléculas
que al ser excitadas con la energia de una determinada longitud de onda son capaces

de emitir luz.

La muestras clinica que presuntamente contiene el virus, es colocada sobre
portaobjetos donde se dejan fijar. Luego se agregan Ac especificos marcados con
isotiocianato de fluoresceina que se dirigen contra los Ag viricos. Si el Ag esperado esta
presente se formard un complejo Ag-Ac, el cual se visualiza con el microscopio de
fluorescencia (emite luz ultravioleta de una determinada longitud de onda), por la

aparicion de fluorescencia de color verde manzana.

Radioinmunoensayo (RIA)

Se basa en la competencia existente entre el Ag no marcado (muestra problema) y una
cantidad conocida del Ag marcado con un isétopo radioactivo, para formar los
complejos AgAc o Ag*Ac. Con estos 3 componentes (Ag, Ag* y Ac) puede realizarse el
ensayo en el que manteniendo constante la cantidad de Ag* y Ac se observara que a
mayor cantidad de Ag menos Ag* queda unido a la cantidad fija de Ac (por tanto
menos radiactividad), lo que permitira relacionar la radiactividad con la concentracidn

de Ag.

Se anaden Ac especificos previamente obtenidos a una placa y quedan unidos al
soporte soélido, tras lo que se agrega el Ag* en cantidad conocida y el Ag de la muestra
problema, luego se elimina el Ag no unido por decantacién y lavado, y se determina
mediante la radioactividad la cantidad de marcaje unido. Finalmente se intercala el
valor obtenido en la recta de calibracién (realizado con anterioridad) para calcular la

concentracion de Ag en la muestra problema.

Enzimoinmunoanalisis (EIA)

El Ag viral presente en la muestra clinica se combina con el Ac especifico fijado a la fase

sélida (pocillo de micro placa o una pequefia esfera de plastico). El Ag viral se detecta
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mediante la adicion de otro Ac* especifico conjugado a una enzima. La enzima
conjugada suele ser peroxidasa o fosfatasa alcalina. 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 y en el caso de la fosfatasa la
desfosforilizaciéon es la responsable directa de la aparicidn del color. Los resultados se

leen por medio de espectrofotémetros especialmente disenados.

Test de Aglutinacién en Latex

Es un método simple, de un solo paso, que se basa en la fijacién inicial de Ac antivirales
especificos sobre particulas de latex. Luego este reactivo se incuba con la muestra
clinica en la cual se investiga el Ag y las particulas se aglutinan si el Ag esperado se
encuentra presente. Estas pruebas en general se confirman por otros ensayos debido

al elevado porcentaje de reacciones inespecificas.

Test de Inmunocromatografia

Es un método en fase solida donde se fijan los Ac especificos para el virus en la

superficie de una matriz, tubo o microplaca.

La muestra con el Ag a analizar se coloca en la zona de siembra de la tira o dispositivo
cassette, y fluye por capilaridad hasta la zona del conjugado, en donde se encuentra el
Ac* especifico marcado y en caso de haber Ag en la muestra forma inmunocomplejo
(Ac*-Ag), los cuales siguen migrando lateralmente hasta la zona de deteccidon en la cual
se hallan fijados a la membrana Acs especificos contra otro epitope del Ag, de manera
que los inmunocomplejos (Ac*-Ag-Ac), son fijados en esta zona de deteccidn,
formando una banda coloreada, rosa o azul dependiendo del metal utilizado en el

conjugado.

La muestra fluye por capilaridad hasta la zona de control. Aqui el conjugado es
capturado por un Ac anti-conjugado, formandose una banda coloreada tanto si el Ag
esta presente en la muestra como si no lo esta. Este control indica que la prueba ha
sido realizada correctamente y todos los reactivos funcionan bien. Finalmente el resto

de la muestra es absorbida en la region absorbente. 3>
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3. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): Deteccion de acidos nucleicos virales.

Esta técnica, fue desarrollada para incrementar el nimero de moléculas de ADN
blanco en las muestras. Tiene una sensibilidad tan alta que puede amplificar una Unica
molécula de ADN y una sola copia de genes puede ser extraida, de mezclas complejas
de secuencias gendmicas y visualizada como bandas diferentes en geles de agarosa.

Por lo tanto, la PCR es una amplificacién de secuencias especificas del ADN.

Se basa en la utilizacién de secuencias cortas de nucledtidos sintéticos llamados
cebadores, que se hibridan de forma especifica con cada una de las cadenas de DNA,
previamente desnaturalizadas, llamadas moldes. Para que la reaccién tenga lugar se
usa una enzima, Tagpol (ADN Polimerasa termoestable de Ila bacteria

Thermusaquaticus) y deoxinucleétidostrifosfatos.

La funcién natural de la DNA polimerasa consiste en replicar el DNA. Los
desoxinucledtidos trifosfatos se necesitan como ladrillos para la construccién. El
nucledtido al cual se une la polimerasa serd complementario de la base en la posicidn
correspondiente de la cadena templada. Se sintetiza asi una cadena simple de DNA,

complementaria y alineada a cada cebador.

Se realiza una serie repetida de ciclos cada uno compuesto por 3 pasos basicos:

a. Desnaturalizacién del ADN doble cadena por la elevada temperatura (95°C).

b. Acoplamiento de los primers, desciende la temperatura (entre 55°C-72°C).

c. Elongacién del primers, aqui se eleva la temperatura a 72°C permitiendo la

incorporacion de los deoxinucleétidos.

Mientras tanto se van seleccionando los primers y los desoxinucledtidos, y se van
sintetizando nuevas cadenas de DNA. Al final se consiguen miles de copias de DNA del
fragmento de DNA limitado por los "cebadores”. Los fragmentos de DNA asi obtenidos
se pueden identificar por varias técnicas: visualizacion en geles de agarosa o
poliacrilamida mediante tincidon con bromuro de etidio y examen con luz ultravioleta, o

hibridacidon con una sonda marcada.
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4. Microscopia electrdnica: El virus como particula viral

Mediante el microscopio electrénico es posible observar la morfologia de los viriones
presentes en muestras clinicas. La limitacion del método ademas del costo del
microscopio, es que necesita de una alta concentracion de viriones (aproximadamente
109 particulas virales/ml, dependiendo del virus) presentes en la muestra, por ello es

inespecifica.

Si la concentracion de virus en la muestra clinica es baja, y por tanto no visible
directamente por microscopio electrénico, se pueden utilizar técnicas que aumenten la
visualizacién, por ejemplo, la inmunoelectromicroscopia, que consiste en el agregado
de anticuerpos especificos antivirales y la formacién de agregados de particulas que

son mas facilmente visibles que las particulas solas.
Métodos Indirectos

Son aquellos que reconocen la respuesta inmune (humoral o celular) por parte del
huésped: Deteccién de Ac especificos antivirales por técnicas inmunoldgicas (EIA, IFI,

WSB, etc.).

En el curso de una infeccion varian las poblaciones de Ac frente al agente infectante.
En una primera fase la clase predominante suele ser IgM, mientras que con el
transcurso del tiempo las IgM disminuyen hasta desaparecer o quedar a baja
concentracion residual y, en cambio, aumentan las IgG. La busqueda de Ac clase IgM es
de utilidad para hacer diagndstico de infeccidn reciente en una sola muestra de suero
extraida en el periodo agudo de la enfermedad. Este método se emplea para el

diagndstico de enfermedades como: Rubéola, Citomegalovirus, Hepatitis a virus A, etc.

La seroconversion es el aumento del titulo de Ac cuatro veces o mas observado en dos
muestras emparejadas de suero. La primera muestra se obtendrd en el periodo agudo
de la enfermedad y la segunda, 15 a 21 dias después de la primera, en el periodo de
convalecencia. La seroconversion es Util para establecer el diagndstico retrospectivo,
pero no para el diagndstico temprano de una infeccidn, puesto que debemos esperar

al periodo de convalecencia para obtener la segunda muestra del suero.
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Las determinaciones seroldgicas también nos pueden informar sobre el estado inmune
del paciente frente a muchas infecciones virales, como paperas, sarampion y rubéola,
donde la presencia de Ac especificos indica que el individuo ha estado expuesto

previamente al virus y que es inmune para una nueva infeccién.

A veces el diagndstico serolégico tiene dificultades, por ejemplo: cuando se realiza en
recién nacidos para identificar la causa de una infeccion congénita. La evaluacién de
los resultados en este caso es dificil porque los ensayos seroldgicos detectan ante todo
IgG, y mucha de la IgG presente en el suero del nifio provino de la madre por via

transplacentaria y no es posible diferenciar la IgG del nifio de la IgG de la madre.

Tradicionalmente, el diagndstico de las enfermedades virales congénitas se realiza
mediante determinaciones seriadas de 1gG en el suero. El descenso del titulo de
anticuerpos indica que los Ac eran maternos y que el nifo no estd infectado. El
aumento en el titulo de Ac indica que el nifio estd produciendo Ac y por lo tanto esta
infectado. Sin embargo, hoy en dia el diagndstico seroldgico viral se ha simplificado
con las nuevas técnicas que detectan IgM, ya que la deteccion de IgM especifica en el
suero del nifio confirma que el nifio esta infectado, porque la IgM no atraviesa la

placenta y por tanto no puede ser de origen materno.
Los métodos para el diagndstico serolégico de las infecciones virales incluyen:
1. Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

Se basa en la unién de Ac antivirales presentes en el suero del paciente a los Ag virales
expresados en la superficie y citoplasma de células infectadas, que han sido fijadas a

un portaobjeto de vidrio. Como control de especificidad se usan células no infectadas.

Se incuba el suero del paciente con las células infectadas y no infectadas. Luego se
realiza un lavado con Phosphate Buffer Saline y se agrega posteriormente Ac anti I1gG

humana conjugado con isotiocianato de fluoresceina

El conjugado se unird a los Ac del paciente si la reaccién es positiva, leyéndose la

prueba en un microscopio de fluorescencia. La presencia de Ac se evidencia por la
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aparicién de fluorescencia en el citoplasma y superficie de las células infectadas,

mientras que las células control no fluorescente.
2. Enzimoinmunoanalisis Indirecto (EIA)

Los Ag virales se inmovilizan sobre una fase sélida (pocillo de micro placa) y se agregan
los sueros en estudio; se incuban, se lavan y se revela la reaccién Ag-Ac por el
agregado de una Ig anti especie conjugada con una enzima, seguida por el substrato
apropiado para esta. Los resultados se pueden leer con un espectrofotémetro y en

algunos casos de forma visual.
3. Test de Aglutinacién

El fundamento de esta técnica fue descrito para el estudio de Ag viral (método
directo). Ahora lo que buscamos es detectar Ac antivirales, por eso se usan particulas

de latex recubiertas con Ag viral.
4. Test de Inmunocromatografia

Esta prueba puede ser utilizada también para la detecciéon de Acs. En este caso, el
conjugado es el Ag especifico marcado. En la zona de deteccidn esta fijado un Ac anti Ig
(dependiendo de la especie en la cual se buscan los Acs), el cual capturara los
complejos inmunes formados si la muestra posee Acs especificos. En la zona de control
un Ac especifico para el conjugado (en este caso el Ag marcado) captura el exceso de

Ag solubilizado por la muestra.
5. Western Blot (WB)

Las técnicas inmunoldgicas de Inmunoblot estan encontrando amplias aplicaciones en
el diagndstico viroldgico. Se basa en la separacién electroforética de proteinas virales
gue son posteriormente inmovilizadas en papel de nitrocelulosa con el objeto de

determinar la presencia de Ac especificos contra cada una de esas proteinas.

Esta técnica se realiza esquematicamente en 3 pasos:
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1. Se produce en cultivos celulares grandes cantidades de virus que luego son tratados
quimicamente para su desintegracion e inactivacidén. Los Ags resultantes del lisado

viral se separan por electroforesis en gel de poliacrilamida.

2. Se realiza una transferencia (blotting o electrotransferencia) de los Ags separados a

membranas de nitrocelulosa.

3. Se coloca el suero del paciente sobre la membrana de nitrocelulosa. Posteriormente
se afiaden Ac anti-lg humana unida a una enzima (peroxidasa o fosfatasa alcalina) v,
por ultimo, se agrega el substrato enzimdtico para la visualizacién de las bandas

reactivas con un producto final coloreado.

En la practica sélo el 3er paso es el que se realiza en los laboratorios de diagndstico, ya

gue los equipos comerciales proveen de las tirillas con los antigenos.

6. Produccién de Anticuerpos In Vitro

Se trata de una técnica nueva que ha sido aplicada para el diagndstico de la infeccidn
perinatal. Este procedimiento revela la presencia de Ac antivirales producidos in vitro a
partir de los linfocitos B extraidos de sangre total, lo que indicaria que el sistema

inmune del paciente ha sido estimulado por el virus.

La produccion de Ac antivirales in vitro promete ser de gran valor en el diagndstico

temprano de nifios infectados por VIH. & 2°
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5. MATERIALES Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO

La presente investigacion es un estudio de tipo descriptivo y de corte transversal, el
cual se realizé en el Hospital Regional Isidro Ayora de la ciudad de Loja, en nifios(as)
menores de 5 afios ambulatorios, hospitalizados y de la sala de emergencias, en cuyas
muestras de heces diarreicas se evalud la inmunocromatografia de dos tipos de test, el

Combinado y el Simple para la deteccidn de Rotavirus y Adenovirus.
UNIVERSO Y MUESTRA

Se trabajé con 100 muestras de heces de nifios(as) menores de 5 afos con sindrome
diarreico, que acudieron al Hospital Regional Isidro Ayora de la ciudad de Loja, durante

los meses de Febrero y Marzo del 2013.
CRITERIOS DE INCLUSION

= Nifios(as) con diarrea persistente menor a 5 dias de duracion.

= Nifios(as) Inmunizados y No Inmunizados contra el Rotavirus.
CRITERIOS DE EXCLUSION

= Nifos(as) mayores de 5 afios de edad.

= Nifios(as) diagnosticados con gastroenteritis aguda causada por otras etiologias
diferentes a las virales o causado por otro tipo de enfermedades.

= Nifios(as) que recibieron tratamiento antibiético en la ultima semana.

= Muestras de heces recogidas en recipientes inadecuados.

= Muestras emitidas hace mds de dos horas y no han sido refrigeradas.
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INTRUMENTOS, TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

Obtencion de Permisos

- Se realizd solicitudes dirigidas al director del Hospital Regional Isidro Ayora, Dr.
Jorge Guapulema y a la Dra. Clara Bravo jefa del Laboratorio de dicha institucion,
con el fin de obtener la respectiva autorizacidon para llevar a cabo el presente

estudio en los nifios(as) que acuden a dicha institucién. (Anexo 1)

- Seguidamente se dirigié una peticién al Dr. Jorge Reyes Director del Area de Salud
Humana de la UNL, solicitando el permiso respectivo para hacer uso de las
instalaciones del Laboratorio del Centro de Diagndstico Médico, para llevar a cabo

el respectivo analisis de las muestras de heces. (Anexo 2)

- Asi mismo, se solicitd la autorizacién respectiva del Dr. Jorge Guapulema — Director
del Hospital Regional Isidro Ayora para acceder a las historias clinicas de los
nifios(as) que presentaron resultados positivos, con el fin obtener informacién
acerca del sexo, edad, antecedentes clinicos, manifestaciones clinicas y factores de
riesgo con el fin de elaborar una lista estadistica que pretende la investigacion.

(Anexo 3)

- Se disefié una encuesta sustentada por encuestas de estudios similares, la cual se
aplicé a la madre de familia del nifio(a), con el fin de obtener datos importantes que
se tendrd en cuenta para los criterios de inclusiéon y exclusion y factores

predisponentes, necesarios para el estudio.

- Se elaboraron y entregaron tripticos, con informaciéon acerca de los sintomas,
factores predisponentes y medidas preventivas de la enfermedad diarreica aguda

por Rotavirus y Adenovirus. (Anexo 4)
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Procesamiento de la Muestra Clinica

Fase Pre-Analitica: La recoleccion de muestras (remitidas del Departamento de
Pediatria, Emergencias y Ambulatorios) se realizé en el Laboratorio Clinico del Hospital
Provincial Isidro Ayora; para ello previamente se dio indicaciones para la obtencién

adecuada de la muestra de heces diarreica. (Anexo 5)

- Registro de datos del nifio(a).

- Recepcion de la muestra e identificacion.

- Aplicaciéon del consentimiento informado por escrito al familiar encargado del
nino(a). (Anexo 6)

- Aplicaciéon de la encuesta al familiar encargado del nifio(a). (Anexo 7)

Fase Analitica: El andlisis clinico de las muestras se realizé en las instalaciones del
Laboratorio del Centro de Diagndstico Médico ASH-UNL; el cual se basé en la deteccidn
de la presencia de antigenos virales de Rotavirus y Adenovirus en heces mediante el
método inmunocromatografico. Cada una de las muestras de heces fueron analizadas
mediante los dos tipos de Test en estudio, siguiendo estrictamente las instrucciones
del fabricante CerTest BioTec y valiéndose de ambos test a la vez como métodos de

referencia el uno respecto al otro:

- Test Inmunocromatografico Combinado Rota + Adenovirus (Anexo 8)
- Test Inmunocromatografico Simple Rotavirus CerTest BioTec (Anexo 9)

- Test Inmunocromatografico Simple Adenovirus CerTest BioTec (Anexo 10)
Fase Post-analitica

- Elaboracion de un registro de resultados obtenidos. (Anexo 11)
- Elaboracion de formato de reporte de resultados. (Anexo 12)

- Reporte y respectiva entrega de resultados obtenidos.
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Técnicas de Diagndstico de Laboratorio

Test Inmunocromatografico Combinado Rota+Adeno

Fundamento: En la membrana de la zona de resultados del test previamente se
fijaron Ac monoclonales de ratdn contra Ag virales. Durante la prueba, la muestra
reacciona con los conjugados coloreados (Ac monoclonales de ratén anti-rotavirus-
microesferas rojas y Ac monoclonales de ratén anti-adenovirus-microesferas azules)
previamente secados en la membrana del test. La muestra con las particulas
coloreadas avanza por capilaridad a través de la membrana del test.

Para un resultado positivo los Ac especificos presentes en la membrana capturaran
las particulas coloreadas con Ags. Pueden aparecer diferentes lineas de color en la
zona de resultados dependiendo del virus presente en la muestra, rotavirus (linea
roja) y adenovirus (linea azul). Este conjugado continia su recorrido por la
membrana hacia los Ac inmovilizados en la zona de control, en donde siempre tiene
que aparecer la linea de control (linea verde) la cual sirve: 1) para verificar que el
volumen de muestra anadido ha sido suficiente, 2) que el flujo ha sido apropiado y 3)
como control interno de los reactivos. Cuando la linea de control no aparece
independientemente de las lineas de resultado (roja y/o azul), la prueba es

considerada invalida.

Procedimiento: Abrir el tubo para dilucion de muestra, y con ayuda del palito se toma
una muestra de las heces (aprox. 100mg), si la muestra fuera liquida se recogera 100
pL- de la misma con una pipeta. Se introduce el palito en el tampdn cerrando el tubo y
se agita para facilitar la dispersién de la muestra, luego cortar la punta del tapdn y
colocar 4 gotas o 100 pL del liquido en la ventana circular marcada con una flecha o

una S en el cassette. Leer el resultado a los 10 min.
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Test Inmunocromatografico Simple para la Deteccidn de Rotavirus

Fundamento: Durante la prueba, la muestra reacciona con los conjugados coloreados
(Ac monoclonales de ratéon anti -rotavirus-microesferas rojas) previamente secados en

el 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 linea sugiere un resultado negativo.
Independientemente de que haya presencia o no de Rotavirus, la mezcla de conjugado
va avanzando por la membrana hasta la regidén de control donde se han inmovilizado
anticuerpos y siempre aparecera una linea de color VERDE (linea de control), la cual se
utiliza: 1) para verificar que se ha afiadido el volumen de muestra suficiente y 2) que el

flujo ha sido el apropiado; y 3) como control interno de los reactivos.

Procedimiento: Abrir el tubo para dilucién de muestra, y con ayuda del palito se toma
una muestra de las heces (aprox. 100mg), si la muestra fuera liquida se recogera 100
pL- de la misma con una pipeta. Se introduce el palito en el tampdn cerrando el tubo y
se agita para facilitar la dispersién de la muestra, luego cortar la punta del tapdn vy
colocar 5 gotas o 150 uL del liquido en la en la zona blanca del extremo del test

marcada con una flecha. Leer el resultado a los 10 min.

Procedimiento por inmersion: Una vez diluida la muestra (en el tubo de dilucién);
cortar la punta del tapén y afiadir 5-10 gotas en un tubo de ensayo e introducir el test
verticalmente de forma que la parte blanca contacte con la muestra. No sobrepasar el

limite de inmersion marcado con las flechas. Leer el resultado a los 10 minutos.
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Test Inmunocromatografico para la Deteccion de Adenovirus

Fundamento: Este es un Inmunoensayo cromatografico. Durante la prueba, la muestra
reacciona con los conjugados coloreados (Ac monoclonales de ratén anti -adenovirus-
microesferas azules) previamente secados en el test. Este complejo avanza por
capilaridad a través de la membrana del test. Para dar el resultado como positivo, una
linea de color AZUL aparecera en la zona de resultados de la membrana. La ausencia
de esta linea sugiere un resultado negativo. Independientemente de que haya
presencia o no de Adenovirus, la mezcla de conjugado va avanzando por la membrana
hasta la regién de control donde se han inmovilizado anticuerpos y siempre aparecerd
una linea de color VERDE (linea de control), la cual se utiliza: 1) para verificar que se ha
afadido el volumen de muestra suficiente y 2) que el flujo ha sido el apropiado; y 3)

como control interno de los reactivos.

Procedimiento: Abrir el tubo para dilucién de muestra, y con ayuda del palito se toma
una muestra de las heces (aprox. 100mg), si la muestra fuera liquida se recogera 100
pL- de la misma con una pipeta. Se introduce el palito en el tampdn cerrando el tubo y
se agita para facilitar la dispersién de la muestra, luego cortar la punta del tapdn vy
colocar 5 gotas o 150 uL del liquido en la en la zona blanca del extremo del test

marcada con una flecha. Leer el resultado a los 10 min.

Procedimiento por inmersion: Una vez diluida la muestra (en el tubo de dilucién);
cortar la punta del tapén y afiadir 5-10 gotas en un tubo de ensayo e introducir el test
verticalmente de forma que la parte blanca contacte con la muestra. No sobrepasar el

limite de inmersion marcado con las flechas. Leer el resultado a los 10 minutos.
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PLAN DE TABULACION Y ANALISIS DE DATOS

Los datos recopilados en las encuestas y los resultados obtenidos en los analisis
clinicos se presentaron en distribuciones de frecuencia y porcentaje en tablas vy
graficos, para lo cual toda esta informacion se procesé electronicamente a través de la
hoja de cdlculos del programa Microsoft Excel 2010, una vez obtenidos los datos
estadisticos se finalizd con un andlisis completo e interpretativo de los resultados

obtenidos.

ANALISIS ESTADISTICO

Prevalencia.- Tal como diferentes autores definen las distintas medidas de prevalencia,
puede decirse que ésta no es mas que la frecuencia (absoluta o relativa) con la que se
presenta un determinado fendmeno en una poblacién (entendido este término en su
sentido estadistico). En epidemiologia los fendmenos a los que suele aplicarse el

concepto son enfermedades y la poblacién es humana.

Prevalencia Puntual.- Se habla de prevalencia puntual para referirse a dos cosas: a) al
numero o la frecuencia absoluta de personas que presentan una cierta caracteristica —
normalmente una enfermedad- en un instante dado y b) a la proporcién o a la
frecuencia relativa de individuos de la poblacidn que presentan dicha caracteristica en

ese momento.

Férmula:

Prevalencia Puntual = Numero Total de casos de |la enfermedad durante un periodo

especifico / Poblacién Total
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Prevalencia de rotavirus: De las 100 muestras analizadas se detecté 16 muestras
positivas para rotavirus captadas en el periodo de febrero y marzo del 2013, lo que

indica que habrdn 16 casos positivos de rotavirus por cada 100 nifios (as) con diarrea.

P =16/100
P=0,16
P=16%

Prevalencia de adenovirus: De las 100 muestras analizadas se detecté 5 muestras
positivas para adenovirus captadas en el mismo periodo, lo que indica que habran 5

casos positivos de adenovirus por cada 100 nifios (as) con diarrea.

P =5/100
P=0,05
P =5%

Cabe mencionar que 3 nifilos mostraron resultados positivos para ambos virus, con una
prevalencia de 0,03 (3%) lo que indica que por cada 100 nifios (as) con diarrea aguda 3

presentaran infeccion por ambos virus.
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6. RESULTADOS

GRAFICON° 1

COMPARACION DE RESULTADOS OBTENIDOS POR EL TEST
INMUNOCROMATOGRAFICO SIMPLE RESPECTO AL TEST COMBINADO EN LA
DETECCION DE ROTAVIRUS Y ADENOVIRUS

16 16
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Test I. Test I. Simple Test I. Simple
Combinado Rotavirus Adenovirus
Rota+Adeno

Fuente: Registro de andlisis realizados.
Elaboracién: M. Gabriela Ordéiiez

INTERPRETACION: En el grafico N°1 podemos observar que de las 100 muestras de
heces analizadas, el Test Inmunocromatografico Combinado Rota+Adeno detectd 21
casos positivos, de los cuales 16 fueron de Rotavirus y 5 de Adenovirus (de ellos 3
muestras presentaron ambos virus) los 79 restantes fueron negativos para ambos
virus. Por otro lado el Test Inmunocromatografico Simple para Rotavirus detecté igual
proporciéon que el Test Combinado con 16 casos positivos, de igual manera sucedié con
el Test Inmunocromatografico Simple para Adenovirus el cual detecté 5 casos positivos
al igual que el Test Combinado. Lo cual comprobéd que el Test Combinado alcanza igual
relevancia que los Test Simples.
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GRAFICO N° 2

PREVALENCIA DE ROTAVIRUS Y ADENOVIRUS EN NINOS(AS) MENORES DE 5 ANOS
QUE ACUDIERON AL HOSPITAL ISIDRO AYORA DE LA CIUDAD DE LOJA

16%

5%
H ROTAVIRUS
B ADENOVIRUS

u NO DETERMINADO

Fuente: Registro de andlisis realizados.
Elaboracién: M. Gabriela Ordéiiez

INTERPRETACION: De las 100 muestras analizadas, el indice de prevalencia de
infeccidn por rotavirus es del 0,16 (16%) y de Adenovirus Entérico del 0,05 (5%) en
nuestra ciudad. Cabe mencionar que 3 niflos mostraron resultados positivos para

ambos virus, presentandose una prevalencia del 0,03 (3%) para ésta infeccion mixta.
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GRAFICON° 3

SINTOMAS CLINICOS DE LOS NINOS(AS) QUE PRESENTARON
ROTAVIRUS/ADENOVIRUS

16(100%)

B Adenovirs

M Rotavirus

3(19%)

2(13%) 2(13%)

Numero de pacientes pediatricos

Fiebre Vomitos Dolor Diarrea
Abdominal

Fuente: Encuestas aplicadas.
Elaboracién: M. Gabriela Ordéfiez

INTERPRETACION: El 100% de nifios con rotavirus positivo manifiestan diarrea como
sintoma principal de la infeccion, resultados iguales se muestran en el caso de

adenovirus entérico.
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GRAFICON° 4

GRUPO ETARIO DE LOS NINOS(AS) QUE PRESENTARON ROTAVIRUS/ADENOVIRUS
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Fuente: Encuestas aplicadas.
Elaboracién: M. Gabriela Ordéiiez

INTERPRETACION: El rotavirus afecta mayormente a nifios(as) de 12 a 24 meses de
edad con un 62%, igualmente en el caso del adenovirus entérico la poblacién
mayormente afectada fueron nifios(as) de 12 a 24 meses de edad con un 40%.

50



GRAFICO N° 5

GENERO DE LOS NINOS(AS) QUE PRESENTARON ROTAVIRUS/ADENOVIRUS

9(56%)

7(44%)

H Adenovirus

B Rotavirus

2(40%)

Numero de pacientes pediatricos

Masculino Femenino

Fuente: Encuestas aplicadas.
Elaboracién: M. Gabriela Orddfiez

INTERPRETACION: En el caso del rotavirus la poblacién infantil mayormente afectada
corresponde al sexo masculino con el 56%; de manera similar ocurre con el adenovirus
entérico, el cual afecta con mas frecuencia al sexo masculino con el 60%.
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GRAFICO N° 6

ZONA DE PROCEDENCIA DE LOS NINOS(AS) QUE PRESENTARON
ROTAVIRUS/ADENOVIRUS
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Fuente: Encuestas aplicadas.
Elaboracién: M. Gabriela Orddfiez

INTERPRETACION: El 50% de los niflos(as) que presentaron infeccién por rotavirus
tienen su vivienda en la zona urbana - marginal de nuestra ciudad. De igual forma
ocurrié en el caso del adenovirus entérico, el 60% de nifios(as) afectados por este virus

habitan en la zona urbana - marginal de la ciudad.
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GRAFICON° 7

TIPO DE LACTANCIA DE LOS NINOS(AS) QUE PRESENTARON
ROTAVIRUS/ADENOVIRUS

O(5694)
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M Rotavirus

Numero de pacientes pediatricos

Leche Formula infantil Leche materna
comercial

Fuente: Encuestas aplicadas.
Elaboraciéon: M. Gabriela Ordéfiez.

INTERPRETACION: En el caso de rotavirus el 56% de los nifios(as) infectados son
alimentados con férmula infantil y 19% reciben alimentacién a base de leche materna
exclusiva. De igual forma ocurrié con el adenovirus entérico, el 60% consume férmula

infantil y el 40% restante opta por leche comercial.
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GRAFICON° 8

PROCEDENCIA DE ALIMENTOS QUE CONSUMIO EL NINO(A) UN DIiA ANTES DE
PRESENTAR SINTOMAS DE LA INFECCION ROTAVIRUS/ADENOVIRUS

6(38%)

W Adenovirus

M Rotavirus

Numero de pacientes pediatricos
D
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la calle casa la guarderia

Fuente: Encuestas aplicadas.
Elaboracién: M. Gabriela Ordéfiez

INTERPRETACION: El 50% de los nifios(as) afectados por rotavirus ingirié alimentos
preparados en la guarderia un dia antes de presentar sintomas de ésta infeccion,
igualmente ocurrid en el caso de nifios(as) afectados con adenovirus entérico de los
cuales el 80% ingirieron alimentos preparados en la guarderia antes de presentar los
sintomas.
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GRAFICO N° 9

CUIDADO DIARIO DE LOS NINOS(AS) QUE PRESENTARON ROTAVIRUS/ADENOVIRUS

W Adenovirus

M Rotavirus

Numero de pacientes pediatricos
N

Madre Familiar Guarderia

Fuente: Encuestas aplicadas.
Elaboracién: M. Gabriela Ordéfiez

INTERPRETACION: El 50% de nifios(as) afectados por rotavirus fueron cuidados por un
sistema de guarderias el 31% fueron cuidados por algin familiar y en el 19% de los
casos, la madre del nifio(a) es quién se encarga de su cuidado. Por otro lado, el 80% de
ninos(as) afectados por adenovirus entérico son cuidados en guarderias y solamente el

20% de nifios(as) estan al cuidado de sus madres.
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GRAFICO N° 10

HABITOS DE HIGIENE EN LOS NINOS(AS) QUE PRESENTARON
ROTAVIRUS/ADENOVIRUS
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Fuente: Encuestas aplicadas.
Elaboracién: M. Gabriela Ordéfiez

INTERPRETACION: El 100% de las madres de los nifios afectados tanto por rotavirus
como por adenovirus entérico, cumplen con el lavado de manos antes y después de
cambiar el pafial al nifio, antes de alimentarlo y después de ir al bafio; sin embargo

persisten casos de nifos afectados por los virus mencionados.
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GRAFICO N° 11

CONSUMO DE AGUA DE LOS NINOS(AS) QUE PRESENTARON
ROTAVIRUS/ADENOVIRUS

W Adenovirus

M Rotavirus

Numero de pacientes pediatricos

Agua potable Agua entubada

Fuente: Encuestas aplicadas.
Elaboracién: M. Gabriela Ordéiiez

INTERPRETACION: El 56% de los casos afectados por rotavirus se abastece de agua
entubada no tratada en el hogar, mientras que el 44% dispone de agua potable. De
igual forma ocurre en los casos afectados con adenovirus entérico, el 60% dispone de

agua entubada no tratada y el 40% dispone de agua potable para su consumo.
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GRAFICO N° 12

ELIMINACON DE EXCRETAS DE LOS NINOS(AS) QUE PRESENTARON
ROTAVIRUS/ADENOVIRUS
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Fuente: Encuestas aplicadas.
Elaboracién: M. Gabriela Ordéiiez

INTERPRETACION: El 56% de los casos de rotavirus, desecha las heces fecales a través
de un sistema de letrinas, mientras que el 44% lo hace a través de la red de
alcantarillado publico y/o en el carro recolector de basura (pafiales desechables).
Igualmente en los casos de adenovirus entérico, el 60% opta por eliminar las heces
fecales a través de un sistema de letrinas, mientras que el 40% dispone de

alcantarillado publico.
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7. DISCUSION

Existen diversas técnicas para detectar virus entéricos en heces; los mds usuales en la
practica clinica son las técnicas inmunoldgicas como: Enzimoinmunoensayo
considerado como referencia por su elevada sensibilidad y especificidad e
Inmunocromatografia una técnica rdpida de baja complejidad, no requiere
instrumental especial y presenta valores de sensibilidad y especificidad muy similares a

los mostrados por el EIA. 10

Asi lo demostré un estudio sobre Control de Calidad Viral realizado por la Sociedad
Espanola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC), el cual solicité a
77 laboratorios la identificacion del virus implicado mediante pruebas rapidas, para lo
cual se envid a los laboratorios participantes una muestra de heces a la cual se le
realizd previamente en un laboratorio de referencia un estudio con resultado positivo

para rotavirus confirmado por RT-PCR.

Como resultado todos los laboratorios llegaron a la identificacién correcta del virus
implicado  -rotavirus- la  mayoria utilizando una técnica rdpida de
Inmunocromatografia, seguido de Enzimoinmunoensayo, Aglutinacién latex vy

Secuenciacion.

Para el estudio se  utilizd wuna variedad de marcas comerciales de
inmunocromatografia, predominando el VIKIA® Rota-Adeno de bioMérieux seguido del

CerTest® de Biotec y de las tiras de Operon.

Adicionalmente, la mayoria de participantes realizaron, ademas, la deteccién de
adenovirus, la mayoria, utilizando una prueba répida de inmunocromatografia, siendo
igualmente las marcas mds usadas bioMérieux, Biotec y Operon. Todas las
determinaciones frente a adenovirus, fueron negativas, excepto un laboratorio que
informd un resultado positivo, utilizando los reactivos de VIKIA® bioMérieux. Lo que
demuestra que la determinacién rdpida de rotavirus y adenovirus es muy buena a

través de técnicas rapidas Inmunocromatogrificas. >’
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En el presente estudio, se evalué la inmunocromatografia del Test Combinado Rota-
Adeno frente al Test Simple para Rotavirus y al Test Simple para Adenovirus todos de
la marca comercial Certest® de Biotec. Se analizd6 separadamente los resultados
obtenidos por ambas técnicas (combinada y simple) y no se encontrd diferencia alguna
en sus resultados, por lo cual se comprueba que el test combinado alcanza igual
relevancia que el test simple; lo cual podria atribuirse al hecho de que el test
inmunocromatografico combinado al igual que el simple emplea Ac monoclonales de
captura dirigidos especificamente contra epitopes de la proteinas de los rotavirus y de

los adenovirus de la muestra.

Existen estudios similares que evalian Test inmunocromatograficos Combinados Rota-
Adeno de otras marcas comerciales; asi, en un estudio citado por Téllez, et al., se
evalué dos equipos inmunocromatograficos VIKIA® Rota-Adeno de bioMérieux y
Simple Rota-Adeno de Operon, utilizando como referencia la RT-PCR. La sensibilidad
encontrada para VIKIA® Rota-Adeno fue del 100% superando las cifras halladas para
Simple Rota-Adeno (98,4%). Sin embargo, la especificidad de VIKIA ®Rota-Adeno fue
muy baja (24,2%) y, aunque la de Simple Rota-Adeno fue mucho mejor (84,8%), *
tampoco alcanza los valores de los estudios citados por Bon, et al., en el cual
compararon el test VIKIA® Rota-Adeno con una técnica de enzimoinmunoensayo y
encontraron una sensibilidad del 92,5% y una especificidad del 100%, *° y por un
estudio citado por Hurtado M, en el cual se evalué el método inmunocromatografico
Gastro Vir-Strip respecto a la electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)

encontrando una sensibilidad de 98,5 % y Especificidad de 100,0 %. 40

Por lo tanto los Test inmunocromatograficos combinados, asi como los simples,
pueden ser de gran utilidad en el diagndstico rdpido de las infecciones por rotavirus y
adenovirus entérico, y pueden ser aplicadas como métodos de cribado por su elevada
sensibilidad, pero es recomendable que las muestras positivas sean confirmadas con
un ELISA o RT-PCR, pues pueden existir variaciones importantes en ellos como falsos
resultados, debido a que la cantidad de virus o antigeno podria ser demasiado
pequefia, o reactividad cruzada con cualquier otro agente patdgeno intestinal comun

(otros virus, bacterias o parasitos).
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Por otro lado, se mostré una prevalencia del 16% de rotavirus en nuestra ciudad, cifra
muy parecida a la registrada en un estudio realizado por estudiantes de la Universidad
Técnica Particular de Loja en el cual se demostré una prevalencia de rotavirus del

16,4% en el afio 2008. *

Lo que demuestra que el rotavirus continla siendo causa de gastroenteritis infantil en
nuestra ciudad a pesar de la campafia de prevencién por parte del MSP la cual impulsa
el programa ampliado de inmunizaciones (PAI) y la lactancia materna exclusiva, lo cual
se atribuye a posibles causas como: esquema de vacunacién incompleto o al
incumplimiento del mismo, fallas en la técnica de administracién de la vacuna, o al
espectro de accidn de la vacuna, ya que su eficacia muestra variaciones incluso entre
regiones y genotipos siendo en Latinoamérica para G1 del 97%, G2P[4] del 41.4% y G3,
G4y G9 del 85% y segun lo citado por OPS las cepas con mayor frecuencia en nuestra
poblacion son P[8]GY9 y P[4]G2; seguidas por las cepas P[6] G4; P[8] G2; P[6] G9; P[6]
G11; P[6] G12; entre otras causas diferentes como los relativos al falla en la aplicacién
de medidas preventivas higiénico-sanitarias por parte de los encargados del cuidado

del niflo, infeccién nosocomial, etc. 42

En cuanto a adenovirus entérico se detecté una prevalencia significativamente baja
con un 5%, indice menor al registrado en un estudio realizado en México, donde la
prevalencia de los adenovirus entéricos fue de 9.9% en su mayoria lactantes. Por otro
lado, al revisar la literatura encontramos que las prevalencias registradas son muy
bajas; 0.8% en E.U.A, 2% en Venezuela, 3,6% en Brasil, 4.9% en China; y muy elevadas
en algunos paises africanos como Kenya 31,5% y Nigeria con 22.3%. 3 Es importante
destacar que a nivel nacional hacen falta estudios que demuestren la presencia de

adenovirus entérico en niflos con GEA.

Finalmente se establecid los factores de riesgo asociados a la gastroenteritis infantil

causada por rotavirus y adenovirus entérico en nuestra ciudad.

El grupo etario mayormente afectado por rotavirus y adenovirus entérico fueron
nifios/as de 12 a 24 meses de edad; esto se ve reflejado probablemente por la
disminucion de anticuerpos adquiridos de la madre por via pasiva transplacentaria, asi

como por la suspensién de lactancia materna a esta edad. *°
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En cuanto al género, ambos sexos son susceptibles a la GEA por estos virus. Aunque en
algunos estudios no se ha observado una diferencia significativa, otros han encontrado
que la frecuencia de infeccidon por este virus es ligeramente mas elevada en los nifios
gue en las ninas. Resultados similares se pudieron apreciar en el presente estudio
donde el porcentaje de infeccidon por rotavirus en nifos estuvo 12% por encima del
porcentaje en nifas, mientras que en el adenovirus entérico el porcentaje estuvo 20%
por encima del mostrado por las nifas. La mayor susceptibilidad de los varones a las
infecciones esta ligada al cromosoma X, ya que en él se encuentran los genes
responsables del control del nivel de las inmunoglobulinas M, segun lo plantean

Thompson y col. y Bazabe y col. “

El 50% de los nifios que presentaron infeccidn por rotavirus, tienen su vivienda en la
zona urbano-marginal de la ciudad de Loja al igual que el adenovirus entérico con un
60%, esta realidad estda asociada a las situaciones socio-econdmicas del entorno
familiar del nifio, pues establecen por un lado las condiciones sanitarias y el estado
nutricional del nifio y en consecuencia su capacidad de generar una respuesta inmune
que limite la infeccidn en curso, y por otro, la posibilidad de su entorno familiar de
acceder a la consulta médica. Por lo tanto, segun algunos estudios este hallazgo indica

que el riesgo a enfermarse es mayor en las poblaciones mas pobres. 44,45

Otro factor relevante en la presente investigacion es el cuidado del infante en
guarderias con posible infeccion concomitante en un 50% de los casos de rotavirus y
80% de los casos de adenovirus, esto se explica por la transmision de persona a
persona, a través de gotitas de saliva y de secreciones del tracto respiratorio, o cuando
una persona sana toca particulas de materia fecal de una persona infectada, y sin
darse cuenta las introduce sus manos en su boca, esto explica los casos esporadicos y

los brotes aparecidos en centros geriatricos, residencias de militares y en guarderias.

En cuanto al tipo de lactancia, el 56% de los nifios(as) infectados por rotavirus y el 60%
de nifilos con adenovirus entérico, son alimentados con férmula infantil, lo cual
concuerda con la practica inapropiada o ausencia de lactancia materna, siendo este
otro factor predisponente, pues la lactancia materna ayuda a proteger contra

infecciones por el rotavirus, segin un estudios observacionales, 19 debido a qgue en la
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leche materna ademas de las proteinas nutrientes también se encuentran: la IgA, IgG y
IgM, cuya funcidén es proteger las mucosas y proporcionar proteccién local intestinal, la
lactoferrina que contribuye a la absorcion del hierro en el intestino del nifio, ademas
estos niflos amamantados no padecen de anemia por la concentracidn de este
vitamineral contenido en la leche materna, IgSc o inmunoglobulina anti-rotavirus
contenida en el componente secretor parece proteger contra la infeccion sintomatica
por rotavirus y recientemente se atribuido a la lactaderina una glicoproteina contenida
igualmente en la leche materna, cuya funcién es fijar especificamente la particula viral
e inhibir su replicacién y desde el punto de vista clinico la disminucién o ausencia de
sintomas y sus complicaciones y la rdpida recuperacion de los pacientes. Sin embargo,
no hay evidencia de que la proteccién sea a mas largo plazo una vez que la

alimentacién con lactancia materna culmina.
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8. CONCLUSIONES

De las 100 muestras analizadas, el Test Inmunocromatografico Combinado
Rota+Adeno detectd 21 (21%) resultados positivos de los cuales 16 casos fueron
de rotavirus y 5 casos de adenovirus (de ellos 3 casos presentaron ambos virus).
Iguales resultados se obtuvieron mediante el Test Inmunocromatografico Simple
para Rotavirus: 16 (16%) casos positivos y mediante el Test Inmunocromatografico
Simple para Adenovirus: 5 (5%) casos positivos, por lo cual se considera que la
fiabilidad de ambas pruebas es muy buena destacdndose el Test Combinado por

su ventaja de detectar los dos virus en un solo Test.

La prevalencia de infeccién por rotavirus en nuestra ciudad fue 0,16 (16%) y de
adenovirus 0,05 (5%). Cabe mencionar que 3 nifios mostraron resultados positivos

para ambos virus, con una prevalencia de 0,03 (3%).

Los factores de riesgo asociados a gastroenteritis aguda causada por rotavirus y
adenovirus fueron: Edad (12 a 24 meses): rotavirus 62% y adenovirus 40%,
cuidados del nifio(a) en guarderias: rotavirus 50% y adenovirus 80%, consumo de
agua entubada no tratada: rotavirus 56% y adenovirus 60%, alimentacién del
nifio(a) a base de férmula infantil: rotavirus 56% y adenovirus 60% y la eliminacion

de heces de los nifios(as) en letrinas: rotavirus 56% y adenovirus 60%.

Finalmente, en vista de la presencia de factores de riesgo en los nifios(as) que
participaron en éste estudio, se llevéd a cabo una propuesta educativa de
prevencion mediante tripticos y charlas, con el fin de alertar e impulsar medidas
higiénico-sanitarias que beneficien tanto a los infantes afectados como a sus
familias y a la comunidad en general, aportando con ello a la disminucion de la

frecuencia de diarreas agudas causadas por rotavirus y adenovirus entérico.
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9. RECOMENDACIONES

Considerar la disposicion del Test inmunocromatografico combinado Rota-Adeno,
en las diferentes instituciones de salud como métodos de cribado en el

diagndstico rdpido de infecciones por Rotavirus y Adenovirus.

Considerar la importancia de la solicitud de la prueba de deteccion de adenovirus
por parte de los pediatras en caso de sospecha de diarrea viral, lo cual ayudara a
descartar o no infecciones bacterianas que eviten asi la administracion innecesaria

de antibidticos.

Realizar estudios de los diferentes virus causantes de diarreica aguda en la edad
infantil con el propdsito de tener una guia de vigilancia epidemioldgica de los

mismos.

En el caso del Rotavirus se recomienda cumplir estrictamente el esquema de
vacunacion, y erradicar fallas en la técnica de administracion de la vacuna, en la
cadena de frio, en el registro de la misma, por parte del personal de salud, ya que
de los casos positivos obtenidos en el presente estudio algunos de ellos ya habian

recibido la vacuna antirrotaviricas.

Continuar ejecutando campanas de prevencidn y capacitacion en las instituciones
de salud acerca de la importancia de la aplicacién de medidas higiénico-sanitarias,
el cumplimiento del calendario de vacunacién, el uso del suero oral en la
deshidratacion y la lactancia materna exclusiva, con el fin de mejorar el estilo de
vida de las familias y prevenir infecciones entéricas causadas por este tipo de

virus.
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11.ANEXO

ANEXO 1

PERMISO

Dr. Jorge Guapulema
DIRECTOR DEL HOSPITAL REGIONAL ISIDRO AYORA

Loja.

Yo, Maria Gabriela Ordofiez Jiménez, con cédula N° 1105049827, egresada de la
carrera de Laboratorio Clinico de la Universidad Nacional de Loja, me dirijo a usted
muy cordialmente para solicitar su autorizacién respectiva para realizar parte del
trabajo  investigativo  titulado:  “Estudio  comparativo entre el test
inmunocromatogrdfico simple y combinado para la deteccidn de rotavirus y adenovirus
en infantes que acuden al Hospital Regional Isidro Ayora de la ciudad de Loja”; para el
cual le solicito a Ud. concederme el permiso correspondiente para realizar las
recoleccidn de muestras de heces diarreicas de niflos que acudan al laboratorio de Ia
institucion usted dirige, es necesario mencionar que las muestras seran analizadas en

el Laboratorio Clinico del Area de Salud Humana de la Universidad Nacional de Loja.

Por la gentil y favorable atencidn que se digne dar a la presente, le antelo mis

sentidos de gratitud.

Atentamente:

M. Gabriela Ordoriez J.




ANEXO 2

Dr. Jorge Reyes
DIRECTOR DEL AREA DE SALUD HUMANA — UNL.
Ciudad.-

Yo, Maria Gabriela Ordofiez Jiménez, con cédula N° 1105049827, egresada de la
carrera de Laboratorio Clinico — UNL, me dirijo a usted muy cordialmente para solicitar
su autorizacion respectiva para hacer uso de las instalaciones del Laboratorio del
Centro de Diagnodstico Médico, con la finalidad de realizar mi trabajo de tesis
denominado: “Estudio comparativo entre el test inmunocromatogrdfico simple y
combinado para la deteccion de rotavirus y adenovirus en infantes que acuden al

Hospital Regional Isidro Ayora de la ciudad de Loja.

Por la gentil y favorable atencién que se digne a dar a la presente, le antelo mis

sentidos de gratitud.

Atentamente:

M. Gabriela Ordoriez J.



ANEXO 3

Dr. Jorge Guapulema
DIRECTOR DEL HOSPITAL REGIONAL ISIDRO AYORA
Loja.

Yo, Maria Gabriela Ordofiez Jiménez, con cédula N° 1105049827, egresada de la
carrera de Laboratorio Clinico de la Universidad Nacional de Loja, me dirijo a usted
muy cordialmente para solicitar su autorizacidn respectiva para acceder a las historias
clinicas de los pacientes que formaron parte del estudio investigativo titulado: “Estudio
comparativo entre el test inmunocromatogrdfico simple y combinado para la deteccion
de rotavirus y adenovirus en infantes que acuden al Hospital Regional Isidro Ayora de la
ciudad de Loja”; con el fin de obtener informacion necesaria de los Factores de Riesgo,
los mismo que se registrardn en una ficha de recoleccién de informacién para la
respectiva elaboracién de una lista estadistica que pretende la investigacion en

mencion.

Por la gentil y favorable atencién que se digne a dar a la presente, le antelo mis

sentidos de gratitud.

Atentamente:

M. Gabriela Ordoriez J.



<Qué hacer ante la
Diarreica Aguda?

#No suspender la alimentacién y mantenerla de
la manera habitual. En nifios menores de 6 me-
ses de edad no dejar de amamantarlo.

4 Aumentar el consumo de liquidos.

¢ Rehidratarlo con “Suero Oral” casero o en
sobres.

Preparacién del Suero oral casero:
Disuelva en 1 litro de agua limpia fria:

- 8 Cucharaditas de aziicar
- 1 Cucharadita de sal
- 1 Pizca de bicarbonato

¢ Un nifio deshidratado puede tener graves com-
plicaciones en poco tiempo si no es atendido
répidamente.

¢ Ante los primeros sinto-
mas del rotavirus y adeno-
virus lo recomendable es
acudir inmediatamente al
hospital, o centro de salud
més cercano y mantener
bien hidratado al nifio.

ANEXO 4

<Qué hacer para prevenir la |
Enfermedad Diarreica Aguda 1
causada por éstos virus? |

eCumplir estrictamente el carnet
de vacunacién contra el Rotavi-
rus.

eMantener la higiene en el hogar,
vigilar el buen manejo de los de-
sechos, lavar bien los muebles del sanitario y desinfec-
tarlos con cloro.

eLavarse las manos antes de alimentar al nifio, después
de ir al bafio y después de cada cambio de pafial.

eDespués del cambio, envolver los pafiales y colocarlos
en una funda pldstica amarrada, y tirar inmediatamente
en botes que se mantengan cerrados y alejados de los
alimentos.

eEvitar el contacto de los nifios de corta edad con per-
sonas con diarrea viral.

eLavar bien las manos de los nifios | 8 &
después de ir al bafio y de jugar y - [
antes de comer.

eConsumir agua hervida, lavar bien
las frutas-verduras y evitar el con- =~ ;
tacto de los alimentos con insec-
tos.

oEn lo posible, alimentar al nifio
con leche materna en sus prime-
ros 6 meses como minimo, lo
cual ayuda a incrementar sus
defensas.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA DE LA SALUD HUMANA
LABORATORIO CLINICO

LOJA — ECUADOR

2013




¢Qué Gastroenteritis

Consxste en un aumento en el nimero de deposi- |

!clones (més de dos) y/o una disminucién en suI
! consistencia (liquidas), en un periodo de 24 horas. |
VEl término agudo viene dado de ser un proceso -
| autolimitado, con una duracién menor de 2 sema- I
inas. '
|
.* La GEA constituye una de las principales |
causas de morbilidad y mortalidad en la in-i
! fancia, mayormente en los nifios menores de 5 '
I afios de edad. l
~* A nivel mundial el Rotavirus es la principali
causa de GEA (50% al 80%) en los nifios; |
pero no es la Gnica causa, existen tambiéni
otros virus como el Adenovirus (2% al 22%i
I de los casos) el cual es, después del Rotavi- -
; rus, la segunda causa viral més frecuente para I
i esta afeccion, encontréndose en menor pro-!
,  porcién otros virus como los Astrovirus y los |

Calicivirus. |

¢Qué son los Rotavirus y

Son virus que infectan y dafian las células que
recubren el intestino delgado causando diarrea y
deshidratacion en nifios (as) pequefios.

L Sintomas ]

Aparecen de 1 a 3 dias después de contraer
la infeccion, abarcan:

¢ Fiebre

G, ) iy
— -

¢ Ndusea, vomito y dolor
abdominal

¢ Diarrea liquida que usualmente comienza
de 1 a 2 dias después de la

fiebre y el vomito. Puede

durar entre 3 y 8 dias.

PP - e e e e e -
. ¢ Los virus Rotavirus y Adenovirus se transmiten_!
| principalmente por via fecal-oral. 1

! ¢ Al ingerir agua o alimentos contaminados con |
heces de una persona infectada, o que no han
sido preparados bajo normas sanitarias. "

I 1

* ¢ A través del contacto con manos contaminadas, *

! superficies y objetos en los que perdura el virus |

| (un pafial, un juguete, ropa de cama, etc.). Estos
virus son altamente infecciosos y muy estables ,

I en el medio ambiente, pueden vivir horas inclu- |

; so dfas en superficies s6lidas. '

| ¢ A través de gotitas de saliva y de secreclonesl
del tracto respiratorio.

I |

l'eLa transmision entre nifios en guarderias es |
causada por el contacto directo y mediantes
alimentos y juguetes contaminados.
I

I i
; Nota: Las heces de una persona infectada pueden |
+ contener mas de 10 billones de particulas infec- .

I ciosas por gramo; resultando suficientes menos |
; de 100 de estas particulas para infectar a otra per- I




ANEXO 5

Indicaciones para la Recoleccion de la muestra de Heces Diarreica

Obtener la muestra de heces preferiblemente en los primeros dias de diarrea.

Esperar que se produzca la deposicidon en un pafial descartable puesto al revés para
que no se absorba, con la ayuda de un bajalengua estéril, recolectar de 5 a 10 ml. de

heces fecales (aproximadamente, un pulgar).

Una vez recolectada la muestra de heces, colocarla en un recipiente estéril de tapa
rosca debidamente identificado con el nombre del nifio(a) y fecha de la toma de

muestra.

Introducir el frasco en una bolsa plastica individual, para evitar el derrame accidental

de la muestra.

Enviar al laboratorio lo antes posible después de obtenida la muestra.

R

Paso 1: Remover la tapa

Paso 2: Colocar el pafial al
revés (Parte no absorbente en —
contacto con el paciente)

£
-~
”,';/r’.
;M —
Iy — Ty
Paso 3: Introducir el Paso 4: Tapar el frasco e Paso 5: Introducir el frasco herméticamente
abatelenguas con 5 mide heces identificarlo con la etiqueta cerrado en una bolsa de plastico y enviarlo al
en el frasco correspondiente laboratorio.

Fuente: Guia prictica para la Vigilancia Epidemioldgica de Diarreas ¢ das por Rotavi OPS, 2007




ANEXO 6

CONSENTIMIENTO INFORMADO

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA

AREA DE LA SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Estimada Sr(a). padre o madre de familia me dirijo a usted en la forma mas comedida,
con el fin de que me conceda la autorizacién para la realizacién de un examen a su
hijo(a) el cual se basa en la deteccion de rotavirus y adenovirus en muestras de heces
nifios(as) con diarrea aguda; el procedimiento consiste en la toma habitual de muestra
de heces en un recipiente recolector comun estéril, una vez obtenida la muestra ésta
serd debidamente identificada y se lo llevard al Laboratorio del Centro de Diagndstico

de la Universidad Nacional de Loja para ejecutar el mencionado analisis.

Una vez explicada de formar clara y sencilla los procedimientos diagndsticos a realizar
y una vez habiendo entendido la informacién brindada en caso de estar de acuerdo, le

pedimos llenar la siguiente autorizacién.

R o TR ; portadora de la Cédula de
Identidad No e, ; representante legal del nino(a):
................................................................... ; autorizo efectuar el andlisis de heces para

formar parte de la investigacién respectiva.

Firma y Ne de Cedula



ANEXO 7

ENCUESTA

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

Estimado(a) Sr(a) para realizar la presente investigacién requiero de su colaboracion
con el propdsito de obtener datos necesarios para efectuar de forma éptima el mismo,
para lo cual le ruego muy comedidamente responder con franqueza la siguiente
encuesta referida a su hijo(a), ya que de ello dependen los resultados de la
investigacion los cuales se veran reflejados en este estudio.

DATOS GENEREALES
Edad: oo
SEXO: e

Indique cual de los siguientes sintomas padece el nifio(a):

Diarrea

Vémitos

Dolor Abdominal
Fiebre

— e~ o~ —
—~— — ~— ~—

Procedencia del nifio(a):

Rural ()
Urbano - Marginal ()
Urbana ()

¢Qué tipo de leche que consume el nifo(a)?

Leche comercial
Férmula infantil
Leche materna

()
()
()
Otros ()




]
¢Cual es la procedencia de los alimentos que consumio el nifo(a) 3 dias antes de la

infeccion?

Preparados en la calle
Preparados en casa
Preparados en la guarderia
Ninguno

()
()
()
()

Habitualmente el cuidado del niiio(a) esta a cargo de:

Madre
Familiar
Amigo(a)
Guarderia

()
()
()
()

Lavado de manos antes y después de cambiar el paiial al nifo:

Si() No( )

Lavado de manos antes de alimentar al niio:

Si() No( )

Lavado después de ir al baiio:

Si() No( )

El abastecimiento de agua en casa es:

Agua potable ()
Agua entubada ()
Agua de quebrada ()

Las heces fecales del niiio(a) son eliminadas en:

Al aire libre

Letrina

Pozo séptico

Alcantarillado Publico — carro recolector

()
()
()
()

éActualmente el nifio(a) se encuentra con tratamiento médico?

Si() No()
Indique cual:

iGRACIAS POR SU COLABORACION!




ANEXO 8

CERTEST ROTAVIRUS-ADENOVIRUS
Prueba de un solo paso en cassette para
Ia deteccion de Rotavirus-Adenovirus en heces

USQ PREVISTO

CerTest Rotavirus-Adenovirus es una prueba inmunocromatografica de un solo paso para la
deteccion cualitativa de Rotavirus y/o Adenovirus en heces.

INTRODUCCION

Adenovirus y Rotavirus son las causas mas frecuentes de gastroenteritis en nifios y jovenes,
tamhxen se ha observado en adultos. Estos virus se transmiten por contacto feco-oral. Los

ps sintomas de g: is virica son diarrea acuosa y vomitos. También puede
presentarse con dolores de cabeza, fiebre y dolor de estomago. Por lo general los sintomas
comienzan 1 ¢ 2 dias después de infectarse y pueden durar desde 1 hasta 10 dias,
dependiendo del virus causante de la enfermedad (3 dias para Rotavirus y 58 para
Adenovirus).

FUNDAMENTO DEL TEST

CerTest Rotavirus-Adenovirus es una prueba cualitativa inmunocromatogréfica para la
determinacién de Rotavirus y Adenovirus en muestras de heces. En la membrana de la zona
de del test previ se fijaron anti | de raton contra

INTERPRETACION DE RESULTADOS

/ / / / 4 \
et VERDE . i VERDE _p.
. ROJO k ROJO —p = ROJO_,
AZUL- = ~—pzuL oA

NEGATIVO ROTA-ADENO ADENOVIRUS ROTAVIRUS  INVALIDO INVALIDO INVALIDO
POSITIVO POSITIVO POSITIVO

NEGATIVO: Una sola linea de color VERDE aparece en la ventana central del dispositivo de
reaccion, en la zona marcada con la letra C (linea de control).

ROTAVIRUS POSITIVO: Ademas de la linea de control VERDE, también aparece una linea
ROJA (linea de resultado de Rotavirus) en la zona marcada con la letra T (zona de resultado).

ADENOVIRUS POSITIVO: Ademas de la linea de control VERDE, también aparece una linea
AZUL (linea de resultado de Adenovirus) en la zona marcada con la letra T (zona de

antigenos virales. Durante la prueba, la muestra i con los
(anticuerpos  monoclonales de ratdn anti-rotavi i rojas y

les de ratén anti i azules) secados en la
membrana del test. La muestra con las parti avanza por capilaridad a través
de la membrana del test.
Para un resultado positivo de Rutavrrus ylo los
en la con Pueden aparecer

diferentes lineas de color en la zona de resultados dependiendo del virus presente en la
muestra. Estas lineas se usan para interpretar los resultados de la prueba.

Este conjugado continua su recorrido por la hacia los anti i il en
la zona de control del test, siempre tiene que aparecer una linea VERDE (linea de control). La
presencia de esta linea VERDE sirve 1) para verificar que el volumen de muestra afiadido ha
sido suficiente, 2) que el flujo ha sido apropiado;3) y como control intermo de los reactivos.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

El producto debe ser almacenado entre 2 y 30° C en su envase original seflado, para
conseguir un éptimo funcionamiento hasta fa fecha de caducidad impresa en la etigueta. No
debe abrirse hasta el momento de su uso. No congelar.

PRECAUCIONES

- Sélo para uso profesional in vitro.
- No usar después de la fecha de caduc|dad

ROTAVIRUS-ADENOVIRUS POSITIVO: Todas las lineas anteriores aparecen al mismo
tiempo durante la prueba debido a una infeccion simultanea de Rotavirus y Adenovirus. Se
veria una linea VERDE en la zona de control y una linea ROJA y una AZUL en la zona de
resultado.

INVALIDO: Cuando fa linea de control (VERDE) no aparece independientemente de que
aparezca o no una o las dos lineas de resultado (ROJA y/o AZUL). Las causas mas comunes
por las que puede aparecer un resultado invalido son: una cantidad insuficiente de muestra,
una forma de proceder incorrecta o un deterioro de los reactivos. Si ocumiera esto, debe
revisarse el procedimiento y repetir la prueba con un nuevo dispositivo de reaccion. Si
persistiese el problema, debe contactar con su proveedor y dejar de utilizar la prueba.

OBSERVACIONES

La intensidad de Ia/s lineals m)a ylo azul en la zona de resultados puede variar dependiendo
de la de en la muestra. Sin embargo, esta prueba es

- Las muestras se deben
de la misma forma que a un agente infeccioso.

Los tests usados deben ser gestionados como residuos sanitarios (contenedor de
residuos sanitarios).

y deben ser

RECOGIDA DE MUESTRAS Y PREPARACION

Las muestras deben ser recogidas en un recipiente limpio y la prueba debe realizarse lo mas
pronto posible después de la recogida. Las muestras se deben conservar en frio (sélo 1 6 2
dias a 2-4 °C) hasta el momento de utilizarlas. Para conservar las muestras durante un tiempo
prolongado, come méaximo 1 afio, deben mantenerse congeladas a —20 °C. La muestra debe
descongelarse totalmente y alcanzar la temperatura ambiente para poder utilizarla en la
prueba.

Preparacion de la muestra (ver dibujo):

- (1) Abrir el tubo para dilucion de muestra.

- (2) Con ayuda del palito se toma una muestra de las heces recogidas. Para ello se pasa
el palito por la muestra recogiendo una pequeia cantidad de heces (aprox. 100mg), si la
muestra fuera liquida se tomaran 100 pL de la misma con una pipeta. Se introduce el
palito en el tampdn cerrando el tubo.

(3) Agitar para facilitar la dispersion de la muestra.

Muestra heces

Tubo pera Muestra séfida o Muestaliquida
diucionmuestra (1) @ @)

MATERIALES SUMINISTRADOS

- Card test (CerTest Rotavirus-Adenovirus card)

- Instrucciones de uso

- Tubos de dilucion de muestras con tampon de extraccion
MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

- Recipiente para la recogida de muestra de heces
- Guantes desechables

- Cronémetro
PROCEDIMIENTO
el di itivo, las de heces y los controles se deben
ala temp i (15-30°C). No abrir el envase hasta el momento
de la prueba.

1. Agitar el tubo de dilucién de la muestra para asegurar una buena dispersion. Cortar la punta
del tapdn (4).

2. Sacar el dispositivo de reaccién CerTest Rotavirus-Adenovirus card de su envase para
utilizarlo inmediatamente.

3. Para cada muestra o control se debe usar un tubo de dilucién de la muestra y un dispositivo
diferente. Tomar 4 gotas o 100 pL del liquido y depositarias en la ventana circular marcada
con una flecha o una S en el dispositivo (5).

4. Leer el resultado a los 10 minutos (las lineas coloreadas aparecen).

Rotavirus-Adenovirus Card

‘Afiadi 4 gotas

Zona de Control Zona resultados
®)

por lo que, ni la cantidad ni la tasa de aumento de antigenos puede ser
determinada por la misma.

CONTROL DE CALIDAD

El control intero de funcionamiento viene incluido en la prueba. La linea verde que aparece
en la zona de control (C) es el control interno del proceso, comprobando que el volumen de
muestra es suficiente y que el procedimiento seguido ha sido el adecuado.

LIMITACIONES

1. Una vez abierto, el dispositivo no debe usarse despugs de 2 horas.

2. Un exceso de muestra puede dar resultados negativos, dando lineas no muy definidas
de color pardo que no tienen ningin valor diagndstico.

3. Después de una semana de infeccion la presencia de virus eliminados en heces
disminuye considerablemente por lo que es probable una menor concentracion en la
muestra. Se debe tomar la muestra de heces dentro de la primera semana de
aparicion de los sinfomas.

4.  Esta prueba diagnostica una posible infeccion de Rotavirus y/o Adenovirus, situacion
que debe porun ialista o médico i teniendo en cuenta las
pruebas clinicas y de laboratorio evaluadas.

VALORES PREVISTOS

Se esperan resultados negativos en nifios y jovenes sanos, asi como en adultos libres de
infeccion.

CARACTERISTICAS DEL TEST

Se han realizado estudios y evaluaciones para comparar la eficacia del test. CerTest
Rotavirus-Adenovirus se evalué en paralelo con un test rapido del mercado para deteccion de
Rotavirus y Adenovirus.

Sensibilidad

La deteccion de Rotavirus presenta >39% de concordancia en sensibilidad.

La deteccién de Adenovirus presenta >99% de concordancia en sensibilidad.

Especificidad

La deteccion de Rotavirus presenta un 98% de concordancia en especificidad.

La deteccion de Adenovirus presenta >99% de concordancia en especificidad.

El uso de anticuerpos monoclonales de raton en el disefio de CerTest Rotavirus-Adenovirus
asegura un alto grado de especificidad para la deteccion de estos virus.
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ANEXO 9

CERTEST ROTAVIRUS
Test de un solo paso en Blister
Ppara la deteccién de Rotavirus en heces
USO PREVISTO

CerTest Rotavirus es una prueba inmunocromatografica de un solo paso para la deteccion
cualitativa de Rotavirus en heces.

INTRODUCCION

Rotavirus es una de las causas mas frecuente de gastroenteritis en nifios y jovenes, también
se ha observado en adultos. Este virus se transmite por contacto feco-oral. Los principales
sintomas de esta gastroenteritis virica son diarea acuosa y vomitos. También puede
presentarse con dolores de cabeza, fiebre y dolor de estémago. Por lo general los sintomas
comienzan 1 6 2 dias después de infectarse y pueden durar 3 dias.

FUNDAMENTO DEL TEST

CerTest irus es una prueba tativa if afica para la inacion de

Rotavirus en muestras de heces. Durante la prueba, la muestra reacciona con los conjugados
(anti de raton ti-Rotavi i rojas)

previamente secados en el test. Este complejo avanza por capilaidad a través de la
membrana del test. Para dar el resultado como positivo, una linea de color ROJO aparecera
en la zona de resultado de fa membrana. La ausencia de esta linea sugiere un resultado

negativo. I de que haya ia 0 no de Rotavirus, la mezcla de
ji va por la hasta la region de control donde se han
i y siempre una linea de color VERDE (linea de control). La

aparicion de esta linea se utiliza: 1) para verificar que se ha afadido el volumen de muestra
suficiente y 2) que el flujo ha sido el apropiado; y 3) como control intemo de los reactivos.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

El producto debe ser almacenado entre 2 y 30° C en su envase original sellado (blister), para
conseguir un 6ptimo funcionamiento hasta la fecha de caducidad impresa en cada blister. No
debe abrirse hasta el momento de su uso. No congelar.

PRECAUCIONES

- Solo para uso profesional in vitro.

- No utilizar después de la fecha de caducidad.

- Las muestras se deben i i
Ia misma forma que a un agente infeccioso.

- Los test usados deben ser gestionados como residuos sanitarios (contenedor de residuos
sanitarios).

RECOGIDA DE MUESTRAS Y PREPARACION

Las muestras deben ser recogidas en un recipiente limpio y la prueba debe realizarse lo mas
pronto posible después de la recogida. Las muestras se deben conservar en frio (sélo 1 6 2
dias a 2-4° C) hasta el momento de utilizarias. Para conservar las muestras durante un tiempo
prolongado, como maximo 1 afio, deben mantenerse congeladas a —20° C. La muestra debe
descongelarse totalmente y alcanzar la temperatura ambiente para poder utilizarla en la
prueba.

Preparacion de la muestra (ver dibujo):

(1) Desenroscar el tape y con ayuda del palito se toma una muestra de las heces recogidas.
Para ello se pasa el palito por la muestra recogiendo una pequeia cantidad de heces, si
la muestra fuera liquida se tomaran 100 pL de la misma con una pipeta, introducir la
muestra en el tubo para dilucién.

Cerrar el tubo que contiene la muestra y el diluyente, Agitar para facilitar a dispersion

peli y deben ser i de

B

de la muestra.
Muestra
Tubo para Muestra séiida o muestraliquids
diucién muestra ) @
MATERIALES SUMINISTRADOS

- CerTest Rotavirus blister tests
- Instrucciones de uso
- Tubos de dilucion de muestras con tampdn de extraccion

MATERIALES NECESARIOS-NO SUMINISTRADOS

- Recipiente para la recogida de la muestra de heces
- Tubos de ensayo o viales

- Guantes desechables

- Crondmetro

PROCEDIMIENTO

Previamente los tests, las muestras de heces y los controles se deben acondicionar a la
temperatura ambiente (15-30 ° C). No abrir el envase hasta el momento de la prueba.
Antes de abrir el blister, conviene acondicionar sélo el nimero de tests que se vayan a
utilizar.Existen dos posibilidades para usar el test:

A) Utilizando el envase individual como test de Tarjeta o Cassette test:

1. Cada pocillo del blister contiene un test. Se corta el blister para obtener cada test en un
envase individual (cada test esta envasado de manera independiente a los demés). Para abrir
este envase se coge el extremo no sellado de la lamina superior y se tira de €l hasta que se
vea el test completamente, éste debe usarse en el tiempo més corto posible. No sacarlo de su
pocillo (identificar uno a uno fos pocillos del blister segiin la muestra de heces utilizada).

2. Agitar el tubo de dilucion de la muestra para asegurar una buena dispersién. Cortar la punta
del tapon (3).

3. Colocar cada envase individual con el test sobre una superficie horizontal. (4) Anadir 5
gotas o 150 L de la muestra diluida en la zona blanca del extremo del test. Leer el resultado
alos 10 minutos.

B) Utilizando el Blister Test como Strip test: Procedimiento por inmersion:

1. Se corta el blister para obtener cada test en un envase individual (cada test esta envasado
de manera independiente a los demas). Para abrir este envase se coge el extremo no sellado
de la lamina superior y se tira de él hasta que se pueda extraer totalmente el test sin riesgo de
dafiarlo, éste debe usarse en el tiempo més corto posible.

2. Agitar el tubo de dilucion de la muestra para asegurar una buena dispersion. Cortar la punta
del tapon (3).

3. Afiadir 5-10 gotas en un tubo de ensayo o vial e introducir el test verticalmente de forma
que la parte blanca contacte con la muestra (5). No sobrepasar el limite de inmersién marcado
con las flechas. Leer el resultado a los 10 minutos.

Dependiendo de la concentracion de Rotavirus, un resultado positivo se puede observar a

partir de los 3 minutos. Sin embargo, para confirmar un resultado final, se debe esperar 10
minutos.

A) Utilizando el envase individual como Tarjeta o Cassette B) Por inmersion

@
RESULTADOS

Zona de " w
+— control to=d— VERDE ~P=r
«—Zonade — ROIO
resultado

0 Zona 7
4—para
muestra

Certest Rotavirus POSITIVO NEGATIVO INVALIDO

NEGATIVO: Una sola linea de color VERDE (linea de control) aparece en la parte central del
test (zona de cantrol).

POSITIVO: Ademés de la linea de control VERDE, también aparece una linea ROJO en la
zona de resultado (linea de resultado).

INVALIDO: Cuando la linea de control (VERDE) no aparece independientemente de que
aparezca o no la linea de resultado (ROJO). Las causas méas comunes por las que puede
aparecer un resultado invélido son: una cantidad insuficiente de muestra, una forma de
proceder incorrecta o un deterioro de los reactivos. Si ocurriera esto, debe revisarse el
procedimiento y repetir la prueba con un nuevo test. Si persistiese el problema, debe
contactar con su proveedor y dejar de utilizar la prueba.

OBSERVACIONES !

La intensidad de la linea de color rojo en la zona de resultado del test variara dependiendo de
la concentracion de Rotavirus presente en la muestra. Sin embargo, esta prueba es
cualitativa, por lo que, ni la cantidad ni la tasa de aumento de Rotavirus pueden ser
determinados por la misma.

CONTROL DE CALIDAD

El control interno de funcionamiento viene incluido en la prueba. La linea verde que aparece
en la zona de control es el control intemo del proceso, comprobando que el volumen de
muestra es suficiente y que el procedimiento seguido ha sido el adecuado.

LIMITACIONES

1. Una vez abierto el envase individual el test no debe usarse después de 2 horas.

2. Un exceso de muestra puede dar resultados negativos, dando lineas no muy definidas
de color pardo que no tienen ningun valor diagnéstico. Repetir el ensayo.

3. Después de una semana de infeccion la presencia de virus eliminados en heces
disminuye considerablemente por lo que es probable una menor concentracion en la
muestra. Se debe tomar la muestra de heces dentro de la primera semana de aparicion
de los sintomas.

4.Esta prueba diagnostica una posible infeccion de Rotavirus, situacion que debe
confirmarse por un especialista o médico cualificado, teniendo en cuenta las pruebas
clinicas y de laboratorio evaluadas.

VALORES PREVISTOS

Se esperan resultados negafivos en nifios y jovenes sanos, asf como en aduiltos libres de

infeccién.

CARACTERISTICAS DEL TEST

Se han realizado estudios y evaluaciones para comparar la eficacia del test. CerTest

Rotavirus se evalud en paralelo con un test rapido del mercado para deteccién de Rotavirus.

Sensibilidad

La deteccion de Rotavirus presenta >99% de concordancia en sensibilidad.

Especificidad

La deteccion de Rotavirus presenta un 98% de concordancia en especificidad.

El uso de anticuerpos monoclonales de raton en el disefio de CerTest Rotavirus blister test

asegura un alto grado de ificidad para la ion de Rotavirus.
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ANEXO 10

CERTEST ADENOVIRUS
Test de un solo paso en Blister
para la deteccién de Adenovirus en heces
USO PREVISTO
CerTest irus es una prueba i de un solo paso para la deteccion

cualitativa de Adenovirus en heces.

INTRODUCCION

Adenovirus es una de las causas mds frecuente de gastroenteritis en nifios y jovenes, también
se ha observado en adultos. Este virus se transmite por contacto feco-oral. Los principales
sintomas de esta gastroenteritis virica son diarrea acuosa y vémitos. También puede
presentarse con dolores de cabeza, fiebre y dolor de estomago. Por lo general los sintomas
comienzan 1 6 2 dias después de infectarse y pueden durar 5-8 dias.

FUNDAMENTO DEL TEST

CerTest Adenovirus blister test es una prueba cualitaiva inmunocromatografica para la
determlnamon de Adenovirus en muestras de heces. Durante la prueba, la muestra reacciona
con los de ratén anti-Adenovirus-
microesferas azules) previamente secados en el test. Este complejo avanza por capilaridad a
través de la membrana del test. Para dar el resultado como posmvo una linea de color AZUL
aparecera en la zona de resul'ado de la membrana. La ausencia de esta linea sugiere un

resulrado negativo. de que haya ia 0 no de A irus, la mezcla
de va do por la hasta la regién de control donde se han
il y siempre 4 una linea de color VERDE {linea de control). La

aparicion de esta linea se utiliza: 1) para verificar que se ha afiadido el volumen de muestra
suficiente y 2) que el flujo ha sido el apropiado; y 3) como control intemo de los reactivos.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

El producto debe ser almacenado entre 2'y 30° C en su envase original seflado (blister), para
conseguir un dptimo funcionamiento hasta la fecha de caducidad impresa en cada blister. No
debe abrirse hasta el momento de su uso. No congelar.

PRECAUCIONES

Sélo para uso profesional in vitro.

No utilizar después de la fecha de caducldad
Las muestras se deben
la misma forma que a un agente infeccioso.

- Los test usados deben ser gestionados como residuos sanitarios (contenedor de residuos
sanitarios).

y deben ser manipuladas de

RECOGIDA DE MUESTRAS Y PREPARACION

Las muestras deben ser recogidas en un recipiente limpio y la prueba debe realizarse lo mas

pronto posible después de la recogida. Las muestras se deben conservar en frio (sélo 16 2

dias a 2-4° C) hasta el momento de utilizarlas. Para conservar las muestras durante un tiempo

prolongado, como maximo 1 afio, deben mantenerse congeladas a —20°C. La muestra debe
descongelarse totalmente y alcanzar la temperatura ambiente para poder utilizarla en la
prueba.

Preparacion de la muestra (ver dibujo):

(1) Desenroscar el tape y con ayuda del palito se toma una muestra de las heces recogidas.
Para ello se pasa el palito por la muestra recogiendo una pequefia cantidad de heces, si
la muestra fuera liquida se tomaran 100 pL. de la misma con una pipeta, introducir la
muestra en el tubo para dilucién.

(2) Cerrar el tubo que contiene la muestra y el diluyente. Agitar para fadilitar la dispersion

de Ja muestra.
g Muestra
Tubo para Muestra solida © muestra liguida
diuciin mussira ) @

MATERIALES SUMINISTRADOS

- CerTest Adenovirus blister tests
- Instrucciones de uso
- Tubos de dilucion de muestras con tampon de extraccion

MATERIALES NECESARIOS-NO SUMINISTRADOS

- Recipiente para la recogida de la muestra de heces
- Tubos de ensayo o viales

- Guantes desechables

- Cronémetro

PROCEDIMIENTO

Previamente los tests, las muestras de heces y los controles se deben acondicionar a la
temperatura ambiente (15-30 ° C). No abrir el envase hasta el momento de la prueba.
Antes de abrir el blister, conviene acondicionar s6lo el nimero de tests que se vayan a
utilizar.

Existen dos posibilidades para usar el test:
A) Utilizando el envase individual como test de Tarjeta o Cassette test:

1. Cada pocillo del blister contiene un test. Se corta el blister para obtener cada test en un
envase individual (cada test esta envasado de manera independiente a los demas). Para abrir
este envase se coge el extremo no sellado de la lamina superior y se tira de €l hasta que se
vea el test completamente, éste debe usarse en el tiempo mas corto posible. No sacaria de su
pocillo (identificar uno a uno los pocillos del blister segun la muestra de heces utilizada).

2. Agitar el tubo de dilucion de la muestra para asegurar una buena dispersion. Cortar fa punta
del tapon violeta (3).
3. Colocar cada envase individual con el test sobre una superficie horizontal. (4) Afadir 5

gotas 0 150 pL de la muestra diluida en la zona blanca del extremo del test. Leer el resultado
alos 10 minutos.

B) Utilizando el Blister Test como Strip test: Procedimiento por inmersién:

1. Se corta ef blister para obtener cada test en un envase individual (cada test esta envasado
de manera independiente a los demas). Para abrir este envase se coge el extremo no sellado
de latamina superior y se tira de él hasta que se pueda extraer totalmente el test sin riesgo de
dafiarlo, éste debe usarse en el tiempo mas corto posible.

2. Agitar el tubo de dilucién de la muestra para asegurar una buena dispersion. Cortar la punta
del tapén violeta (3).

3. Afadir 5-10 gotas en un tubo de ensayo o vial e introducir el test verficalmente de forma

que la parte blanca contacte con la muestra (5). No sobrepasar el limite de inmersion marcado
con Ias flechas. Leer el resultado a los 10 minutos.

D dela , un resultado positivo se puede observar a
partir de los 3 minutos. Sin embargo para oonﬁrmar un resultado final, se debe esperar 10
minutos.

A) Utilizando el envase individual como Tarjeta o Cassette B) Por inmersion

RESULTADOS

. Zona de
| +—contrl se— VERDE—Pe
4——Zonade —— AZUL —— AZUL
resultado = d

Zona
<+—para
muestra

Certest Adeno Test POSITVO NEGATIVO INVALIDO
NEGATIVO: Una sola linea de color VERDE (linea de control) aparece en la parte central del
test (zona de control).

POSITIVO: Ademas de la linea de control VERDE, también aparece una linea AZUL en la
2zona de resultado (linea de resultado).

INVALIDO: Cuando la linea de control (VERDE) no aparece independientemente de que
aparezca o no la linea de resultado (AZUL). Las causas mas comunes por las que puede
aparecer un resultado invalido son: una cantidad insuficiente de muestra, una forma de
proceder incorrecta o un deterioro de los reactivos. Si ocurriera esto, debe revisarse el
procedimiento y repetir la prueba con un nuevo test. Si persistiese el problema, debe
contactar con su proveedor y dejar de utilizar la prueba.

OBSERVACIONES

La intensidad de la linea de color azul en la zona de ltado del test variara i de
la concentracién de Adenovirus presente en la muestra. Sin embargo, esta prueba es
cualitativa, por lo que, ni la cantidad ni la tasa de aumento de Adenovirus pueden ser
determinados por la misma.

CONTROL DE CALIDAD

El control interno de funcionamiento viene incluido en la prueba. La linea verde que aparece
en la zona de control es el control interno del proceso, comprobando que el volumen de
muestra es suficiente y que el procedimiento seguido ha sido el adecuado.

LIMITACIONES
1. Una vez abierto el envase individual el test no debe usarse después de 2 horas.

2. Un exceso de muestra puede dar resultados negativos, dando lineas no muy definidas
de color pardo que no tienen ningtin valor diagnéstico. Diluir la muestra en més tampén y
repetir el ensayo.

3. Después de una semana de infeccion la presencia de virus eliminados en heces
disminuye considerablemente por lo que es probable una menor concentracion en la
muestra. Se debe tomar la muestra de heces dentro de la primera semana de aparicion
de los sintomas.

4. Esta prueba diagnostica ‘una posible mfecclcn de Adenovirus, situacién que debe
un esp © médico teniendo en cuenta las pruebas
clinicas y de laboratorio evaluadas.

VALORES PREVISTOS

Se esperan resultados negativos en nifios y jovenes sanos, asi como en adultos libres de
infeccién.

CARACTERISTICAS DEL TEST

Se han realizado estudios y evaluaciones para comparar la eficacia del test. CerTest
Adenovirus se evalué en paralelo con un test répido del mercado para deteccion de
Adenovirus.

Sensibilidad

La deteccién de Adenovirus presenta un 89% de concordancia en sensibilidad.

Especificidad

La deteccion de Adenovirus presenta un >98% de concordancia en especificidad.

Et uso de an(lcuerpos monndonales de ralan enel dlseno de CerTest Adenovirus asegura un
alto grado de para la de A
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ANEXO 11

REGISTRO DE MUESTRAS DE HECES

NO
H.C

Edad

Test I. Combinado

Test I. Simple

Observaciones Macroscdpicas

Rotavirus Adenovirus Rotavirus

Adenovirus

Color

Consistencia

Moco

Sangre
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REPORTE DE RESULTADOS

UNIVERSIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA DE LA SALUD HUMANA

CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

NOMDBIE! ettt e e s e e e s e Edad: ...coovviieeeene
Caracteristicas Macroscopicas de las Heces
COlOT: i
Consistencia: .....ceveeeeeeeeeeeeecieeee
OtrosS: e

Resultados del Analisis:

Rotavirus:

Positivo ( )

Negativo ( )

Adenovirus:

Positivo ( )

Negativo ( )

Firma del Responsable
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UNIVERSDIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA DE LA SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Loja, 06 de Mayo del 2013

Dr. Jorge Guapulema
DIRECTOR DEL HOSPITAL PROVINCIAL “ISIDRO AYORA”
Loja.

Yo, Maria Gabriela Ordéfiez Jiménez, egresada de la carrera de Laboratorio
Clinico de la Universidad Nacional de Loja, me dirijo a usted muy cordialmente
para solicitar su autorizacion respectiva para acceder a las historias clinicas de
los pacientes que formaron parte del estudio investigativo titulado: “Estudio
comparativo entre el test inmunocromatografico simple y combinado para la deteccion
de rotavirus y adenovirus en infantes que acuden al Hospital Regional Isidro Ayora de
la ciudad de Loja; con el fin de obtener informacion necesaria de los Factores de
Riesgo los mismos que se registraran en una ficha de recoleccién de
informacion para la respectiva elaboracién de una lista estadistica que pretende

la investigacion en mencion.

Por la gentil y favorable atencién que se digne dar a la presente, le antelo mis

sentidos de gratitud.

Atentamente:

M. Gabriela Ordofiez J

HOSPITAL GENERAL ISIDRO AY0R
GESTION ASISTENCIAL
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MINISTERIO DE SALUD PUBLICA
HOSPITAL PROVINCIAL GENERAL ISIDRO AYORA

LABORATORIO CLINICO

Loja, 09 de Abril del 2013
Dra. Clara Bravo P.
RESPONSABLE DEL LABORATORIO CLINICO HIAL.

A peticién de la interesada:
CERTIFICA:

Que la Sefiorita MARTA GABRIELA ORDONEZ JIMENEZ con cédula N° 1105049827,
egresada de la carrera de Laboratorio Clinico de la Universidad Nacional de Loja realizé
en nuestro laboratorio la recoleccién de muestras de heces, como parte del trabajo de
campo de su Tesis denominada: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL TEST
INMUNOCROMATOGRAFICO SIMPLE Y COMBINADO PARA LA DETECCION DE
ROTAVIRUS Y ADENOVIRUS EN INFANTES QUE ACUDEN AL HOSPITAL
REGIONAL ISIDRO AYORA DE LA CIUDAD DE LOJA, lo cual realizé con absoluta
responsabilidad y eficacia con la apertura y apoyo incondicional del personal que ahi

labora.

Es todo en cuanto puedo certificar en honor a la verdad y autorizo a la interesada hacer

uso de la presente para los fines pertinentes.

Atentamente:

7~ &,@

DRA. CLARA BRAVO P.

RESPONSABLE DEL LABORATORIO CLINICO HIAL.
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UNIVERSDIDAD NACIONAL DE LOJA
AREA DE LA SALUD HUMANA
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

Loja, 30 de Enero del 2012

Dr. Jorge Guapulema
DIRECTOR DEL HOSPITAL REGIONAL “ISIDRO AYORA”
Loja.

Yo Maria Gabriela Ordoéfiez Jiménez, egresada de la Carrera de Laboratorio Clinico
de Ia Universidad Nacional de Loja, muy comedidamente me dirijo a usted para
solicitar su autorizacion respectiva para realizar parte del trabajo investigativo
titulado: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE EL TEST INMUNOCROMATOGRAFICO
SIMPLE Y COMBINADO PARA LA DETECCION DE ROTAVIRUS Y ADENOVIRUS EN
INFANTES QUE ASISTEN AL HOSPITAL ISIDRO AYORA EN LA CIUDAD DE LOJA;
para el cual le solicito s Ud. concederme el permiso correspondiente para realizar
la recoleccion de muestras de heces diarreicas de nifios que acudan al laboratorio
de la institucién que usted dirige, es necesario mencionar que las muestras seran
analizadas en el laboratorio del Area de Salud Humana de la Universidad

Nacional de Loja.

Por la gentil y favorable atencién que se digne dar a la presente, le antelo mis

sentidos de gratitud.

Atentamente:

M. Gabriela Ordofi

1105049827
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FOTOGRAFIAS




Andlisis de las muestras diarreicas mediante el Método Inmunocromatografico.




Test Inmunocromatografico Combinado Rota-Adeno (Cassette blanco), Test

Inmunocromatografico Simple para Rotavirus (Blister o tira azul) y Test
Inmunocromatografico Simple para Adenovirus (Blister o tira morado)




Rotavirus Positivo

Adenovirus Positivo

Muestra de heces analizada mediante los tres métodos inmunocromatograficos
puestos en estudio, cuyos resultados muestran positivo para rotavirus.
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PROPUESTA EDUCATIVA DE PREVENCION
DE GASTROENTERITIS AGUDA CAUSADA

POR ROTAVIRUS Y ADENOVIRUS ENTERICO

INTRODUCCION

La presente investigacion se efectud en infantes menores de 5 afios que acudieron al Hospital
Regional Isidro Ayora, el cual permitié detectar la presencia de rotavirus y adenovirus entérico
en heces mediante la técnica inmunocromatografica y su valor diagndstico en la GEA
(gastroenteritis aguda), asi como también se logro identificar los principales factores de riesgo
predisponentes que contribuyeron a su aparicién mediante la aplicacién de encuestas.

Considerando los resultados positivos obtenidos tanto para rotavirus como para adenovirus,
cuya aparicidn es consecuencia principalmente del manejo incorrecto de medidas higiénico —
sanitarias; se disefid un programa de educacidn preventiva el cual buscé alertar, educar, crear
conciencia, y fomentar medidas preventivas higiénico-sanitarias en la ciudadania y
particularmente en madres de familia y cuidadores de nifios, mediante breves charlas y
tripticos.

OBIJETIVOS
Objetivo General:

Efectuar una propuesta educativa de prevencion orientada a fomentar las practicas higiénico —
sanitarias en madres de nifios(as) que acuden al Hospital Provincial Isidro Ayora de la ciudad
de Loja, con el fin de reducir la Enfermedad Diarreica Aguda Infantil causada por Rotavirus y
Adenovirus.

Objetivo Especificos:

Realizar una charla breve acerca de rotavirus y adenovirus entérico como agentes etioldgicos
de gastroenteritis aguda infantil, dirigida a las madres de nifios(as) que acuden al area de
Consulta Externay al Servicio de Pediatria del HIAL.

Entregar tripticos con informacidn acerca de los sintomas, factores predisponentes y medidas
preventivas.



DESARROLLO

ENFERMEDAD DIARREICA AGUDA CAUSADA POR
ROTAVIRUS Y ADENOVIRUS ENTERICOS

&Qué es la Gastroenteritis Aguda?

Consiste en un aumento en el nimero de deposiciones (mas de dos) y/o una disminucidn en su
consistencia (liquidas), en un periodo de 24 horas. El término agudo viene dado de ser un
proceso autolimitado, con una duracién menor de 2 semanas.

Constituye una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en la infancia,
mayormente en los nifios menores de 5 afios de edad.

A nivel mundial el Rotavirus es la principal causa de GEA (50% al 80%) en los nifios; pero no es
la Unica causa, existen también otros virus como el Adenovirus (2% al 22% de los casos) el cual
es, después del Rotavirus, la segunda causa viral mds frecuente para esta afeccidn,
encontrandose en menor proporcidn otros virus como los Astrovirus y los Calicivirus.

¢Qué son los Rotavirus y Adenovirus Entéricos?

Son virus que infectan y dafian las células que recubren el intestino delgado causando diarrea 'y
deshidratacién en nifios(as) pequefios.

Sintomas

Aparecen 1 a 3 dias después de contraer la infeccidn, abarcan:

e Fiebre

e Ndusea, vomito y dolor abdominal

e Diarrea liquida que usualmente comienza de 1 a 2 dias después de la fiebre y el vomito.
Puede durar entre 3 y 8 dias.

Transmision

e Los virus Rotavirus y Adenovirus se transmiten principalmente por via fecal-oral.

e Al ingerir agua o alimentos contaminados con heces de una persona infectada, o que no
han sido preparados bajo normas sanitarias.

e A través del contacto con manos contaminadas, superficies y objetos en los que perdura
el virus (un pafial, un juguete, ropa de cama, etc.). Estos virus son altamente infecciosos y
muy estables en el medio ambiente, pueden vivir horas incluso dias en superficies sélidas.

e Através de gotitas de saliva y de secreciones del tracto respiratorio.

e La transmisién entre nifios en guarderias es causada por el contacto directo y mediantes
alimentos y juguetes contaminados.

Nota: Las heces de una persona infectada pueden contener mas de 10 billones de particulas
infecciosas por gramo; resultando suficientes menos de 100 de estas particulas para infectar a
otra persona.



éQué hacer ante la Gastroenteritis Aguda?

No suspender la alimentacién y mantenla de la manera habitual. En nifios menores de 6 meses
de edad no dejar de amamantarlo.

Aumentar el consumo de liquidos.

Rehidratarlo con “Suero Ora

IH

casero o en sobres.

Preparacion del Suero oral casero:

Disuelva en 1 litro de agua limpia fria:

- 8 Cucharaditas de azUcar
- 1 Cucharadita de sal
- 1 Pizca de bicarbonato

Un nifio deshidratado puede tener graves complicaciones en poco tiempo si no es atendido
rapidamente.

Ante los primeros sintomas del rotavirus y adenovirus lo recomendable es acudir
inmediatamente al hospital, o centro de salud mds cercano y mantener bien hidratado al nifio.

Indicaciones para la recoleccidn de la muestra de heces diarreica

v
v

v

Obtener la muestra de heces preferiblemente en los primeros dias de diarrea.

Esperar que se produzca la deposicidon en un pafial descartable puesto al revés para que
no se absorba, con la ayuda de un bajalengua estéril, recolectar de 5 a 10 ml. de heces
fecales (aproximadamente, un pulgar).

Una vez recolectada la muestra de heces, colocarla en un recipiente estéril de tapa rosca
debidamente identificado con el nombre del nifio(a) y fecha de la toma de muestra.
Introducir el frasco en una bolsa plastica individual, para evitar el derrame accidental de la
muestra.

Enviar al laboratorio lo antes posible después de obtenida la muestra.

¢Qué hacer para prevenir la Gastroenteritis Aguda causada por éstos virus?

Cumplir estrictamente el carnet de vacunacidn contra el Rotavirus.

Mantener la higiene en el hogar, vigilar el buen manejo de los desechos, lavar bien los
muebles del sanitario y desinfectarlos con cloro.

Lavarse las manos antes de alimentar al nifio, después de ir al bafio y después de cada
cambio de paial.

Después del cambio, envolver los pafiales y colocarlos en una funda plastica amarrada, y
tirar inmediatamente en botes que se mantengan cerrados y alejados de los alimentos.
Evitar el contacto de los nifios de corta edad con personas con diarrea viral.

Lavar bien las manos de los nifios después de ir al bafio y de jugar y antes de comer.
Consumir agua hervida, lavar bien las frutas-verduras y evitar el contacto de los alimentos
con insectos.

En lo posible, alimentar al nifio con leche materna en sus primeros 6 meses como minimo,
lo cual ayuda a incrementar sus defensas.



METODOLOGIA

- Se efectud una breve charla individual, conforme a su llegada, a las madres de nifos(as)
que acudieron al Area de Consulta Externa y del Servicio de Pediatria del Hospital
Provincial Isidro Ayora.

- Se dio cabida a un espacio para despejar dudas e inquietudes emitidas por parte de la
madre del nifio(a).

- Se entregé los respectivos tripticos.

RECURSOS HUMANOS

- Madres de nifios(as) que acudieron al Area de Consulta Externa y del Servicio de Pediatria
del Hospital Provincial Isidro Ayora.

- Director del Hospital Provincial Isidro Ayora, Dr. Jorge Guapulema.

- Pediatra del Hospital Provincial Isidro Ayora, Dra. Lupita Rivera.

- Jefa del Departamento de Laboratorio Clinico del Hospital Provincial Isidro Ayora.

- Tesista responsable, M. Gabriela Ordéfiez.

REUCURSOS MATERIALES

- Material de escritorio
- Material de informacion
- Mandil

CONCLUSION

Se disefid una propuesta educativa, la cual se ejecutd en el area de consulta externa y el
servicio de pediatria del Hospital Provincial Isidro Ayora, mediante ésta propuesta se dio a
conocer breve informacidn acerca de Rotavirus y Adenovirus como agentes etioldgicos de la
enfermedad diarreica aguda infantil asi como también sintomas, factores predisponentes y
medidas preventivas, mediante charlas y tripticos dirigidas madres de nifios(as) que acuden al
HIAL.
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