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Lista de acréonimos

ELISA Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
EIA Enzimo inmuno analisis

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

WB Western Blot

RV Rotavirus

Ac* Anticuerpo especifico

Ag Antigeno

VP6 Proteina estructural del rotavirus

NSP4 Glicoproteina no estructural del rotavirus

ICT Prueba inmonocromatografica

IBMB Instituto de Biologia Molecular y Biotecnologia
AIEPI Atencion Integrada a las Enfermedades Prevalentes

De la Infancia

EDA Enfermedad diarreica aguda
PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida
ICT-RV Inmunocromatografia rotavirus

EPP Elementos de proteccion personal



RESUMEN

Objetivo: Evaluar la validez y confiabilidad del método inmunocromatogréfico
(ICT OneSite™Rotavirus Ag Rapid test), en el diagnéstico del rotavirus
grupo A, tomando como referencia al método ELISA ProsPect (uno de los
ensayos recomendado por la OMS), en muestras de heces diarreicas en
nifios menores de 5 afios del hospital san Martin de Porres Ibuelo de enero
del 2017 a agosto del 2018.

Material y meétodos: Estudio cualitativo, descriptivo correlacional,
transversal, prospectivo y no experimental en el que se aplicé una ficha de
recoleccion de datos sobre muestras

Resultados: Se seleccionaron 272 muestras de heces fecales de nifios que
presentaban sintomas de diarrea aguda, los resultados obtenidos en este
estudio indican que se tuvo 66 (24%) de positividad y de este resultado los
nifios varones fueron los mas afectados siendo en numero 40 (61%), asi
mismo la edad mas afectada por el virus se encontr6 en el rango de 7 a 12
meses de edad, de las 66 muestras positivas para rotavirus 35 (53%), tienen
esquema completo de inmunizacion y 28 (42%) no recibié vacunas, por no
encontrarse en la edad de aplicacion de la vacuna.

Los resultados obtenidos por el método de ELISA ProsPect de las 272
muestras 66 mostraron positividad para rotavirus, mientras que por el ICT se
identificaron a 131 muestras como positivas para rotavirus, Las muestras que
dieron resultados discrepantes entre ambos métodos fueron evaluadas por
RT-PCR para confirmar la presencia del RNA del virus, siendo los resultados
concordantes con los obtenidos por ELISA. Por lo que se obtuvo una
sensibilidad 93,9% y una especificidad de 66.5% para el método ICT. Los
valores predictivos positivo (VPP) y negativo (VPN) fueron del 47,33% vy

97,16% respectivamente.



La probabilidad de concordancia segun el indice de Kappa fue de 0.453 lo
cual indica un valor moderado.

Conclusiones: Los datos obtenidos indican que el método ICT puede ser
utilizado como alternativa para el diagnéstico rapido de rotavirus en heces,
pero para una mayor precision sus resultados deberan confirmarse por
ELISA.

Palabras clave: Inmunocromatografia, Rotavirus, Infeccion, Elisa.



INTRODUCCION

Las infecciones por Rotavirus se suman a las 7 pandemias mundiales que
diezman a la poblacion del planeta tierra, consideradas como las epidemias
virales del Siglo XXI. Los costos médicos directos de atencion a pacientes
por gastroenteritis viral son alrededor de 264 millones de dolares, en Estados
Unidos supera los mil millones de dolares. (7)

Las enfermedades diarreicas son la segunda mayor causa de muerte de
nifios menores de cinco afos, y ocasionan la muerte de 525.000 niflos cada
afo. En todo el mundo se producen unos 1.700 millones de enfermedades
diarreicas infantiles cada afo, siendo la diarrea una de las principales causas
de malnutricién de niflos menores de cinco afos. (29)

El rotavirus puede provocar desde una infeccion asintomatica en menores de
3 meses, hasta una diarrea grave con deshidratacion que puede ocasionar la
muerte. En los paises mas pobres la letalidad es mayor, producto de la
desnutricion y de las dificultades para acceder oportunamente a los servicios
de salud. La enfermedad se caracteriza por inducir un cuadro clinico de
diarrea aguda, vémitos, fiebre y diferentes grados de deshidratacion, que
pueden, incluso, causar la muerte del paciente.

En los laboratorios clinicos los métodos rapidos como pruebas de
aglutinacion de latex, enzimoinmunoensayo e inmunocromatografia, son los
mas utilizados. Estos se basan en la identificacion del antigeno viral VP6,
(debido a que es el mas abundante del virién), presentando la limitacién de
detectar exclusivamente rotavirus del grupo A. La literatura refiere valores
muy variables de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo cuando se evalluan los diversos métodos diagnésticos de
rotavirus, como aglutinacion de latex, ELISA e inmunocromatografia de
diversas marcas comerciales. Las mas recomendadas para el diagnostico

son las basadas en inmunocromatografia, porque precisan menor cantidad



de muestras, requiere menor entrenamiento previo del personal que la realiza
y son mas rapidas.

En esta investigacion se determinara la sensibilidad y especificidad del
método inmunocromatografico, utilizado para el diagndstico de rotavirus en
muestras de heces diarreicas de menores de 5 afios del hospital San Martin
de Porres Ibuelo de enero del 2017 a agosto 2018. Con el fin de aprobar o
rechazar la fiabilidad de la misma en la practica laboratorial en el diagnostico
de esta infeccion, lo cual servir4 para poner a conocimiento del personal de
salud, por lo tanto, un diagnéstico acertado de estos virus impide la

administracion innecesaria de antibi6ticos en los nifos.



CAPITULO |

1.- PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los rotavirus son la principal causa de diarrea grave con deshidratacién en
nifos menores de cinco afios de todo el mundo, y se estima que las
infecciones por rotavirus son responsables de mas de 25 millones de visitas
ambulatorias y mas de 2 millones de hospitalizaciones al afio. En los paises
en desarrollo, tres cuartas partes de los nifios experimentan su primer
episodio de diarrea por rotavirus antes de alcanzar los 12 meses de edad,
mientras que en los paises desarrollados es frecuente que el primer episodio
no aparezca hasta los 2-5 afos. (10)

La gastroenteritis grave por rotavirus afecta fundamentalmente a nifios de
entre 6 y 24 meses. Los desenlaces mortales, que en 2004 se estimaron en
527 000 (475 000-580 000) al afio, se producen principalmente en paises de
bajos ingresos. La reinfeccion por rotavirus es frecuente, aunque la infeccion
primaria suele ser la mas significativa desde el punto de vista clinico. En
climas templados, la incidencia de gastroenteritis por rotavirus alcanza
generalmente su maximo durante el invierno, mientras que en los ambientes
tropicales las infecciones por rotavirus se presentan durante todo el afio y las
altas tasas de base pueden ocultar una marcada estacionalidad. (30)

En América Latina se indica que el sindrome diarreico por rotavirus es
responsable de 75.000 hospitalizaciones y 15.000 muertes anuales,
explicando del 10 - 20% de muertes asociadas con gastroenteritis. (32)

En Bolivia, las EDA se presentan en alrededor del 30% de la poblacion total
de nifios menores a 5 afos. —-{Produciéndose anualmente mas de 12.000
muertes. En la ciudad de Cochabamba similar a otras regiones de Bolivia, las
EDA son una de las principales causas de consulta y hospitalizacion en la

poblacion infantil. Asi, en el afio 2002 se registraron casos de diarreas en el



36% de los nifilos menores a 5 afios y 1395 hospitalizaciones por esta causa.
(31)

El sitio geografico donde se encuentra el Hospital San Martin de Porres es la
zona tropical del departamento de Cochabamba sitio turistico, a 169 km de la

misma, en la carretera nueva a Santa Cruz, en la localidad llamada Ibuelo.

Es un Hospital de atencion materno infantil de segundo nivel acreditado,
administrado por la congregacion catdlica Amor de Dios, trabaja como
hospital de convenio con la subalcaldia de Shinahota, ofreciendo servicios a
través de SUS (seguro universal de salud) a niflos menores de cinco afos,

mujeres embarazadas y al adulto mayor.

La zona tropical de Cochabamba tiene tres hospitales de segundo nivel y
muchos de primer nivel y sin embargo solo el Hospital San Martin de Porres
cuenta con laboratorio de microbiologia, razén por el que es el Gnico hospital

del tropico que se encuentra dentro de la red de vigilancia de rotavirus.

Ademas cabe mencionar que por encontrarse en una zona de clima tropical
los casos de diarreas por rotavirus suelen ocurrir durante todo el afio, aunque
pueden registrarse picos mas altos en invierno. Por lo tanto, los nifios que
nacen en esta zona tropical estara expuesto durante todo el afio, es por esto
que el promedio de edad de las infecciones es mas bajo en las zonas de

clima tropical, donde los nifios se enferman en su primer afio de vida.®

Durante la gestion 2017 aproximadamente 7773 menores de 5 afios,
acudieron a los servicios que brinda el Hospital San Martin de Porres, la cual
la mayoria son nifios con diferentes sintomatologias, la proporcién de nifios

gue llegan con enfermedades diarreicas agudas es de un 29% (2232).

La necesidad de realizar un diagnoéstico rapido de las gastroenteritis por
rotavirus y de instaurar un tratamiento eficaz de la diarrea ha impulsado el
desarrollo de técnicas diagnosticas que disminuyan el tiempo necesario para

la obtencion de los resultados y que tengan altos niveles de fiabilidad, para



orientar el tratamiento de las gastroenteritis y restringir la transmision de los
virus.

Los métodos inmunocromatograficos cumplen estos requerimientos y, por
tanto, tienen utilidad en el diagnostico de las infecciones por rotavirus. Por lo
gue con este estudio se pretende evaluar la validez y confiabilidad del
método inmunocromatografico utilizado como prueba diagnéstica en el
hospital San Martin de Porres, tomando como método de referencia el
método ELISA (ProsPect), uno de los ensayos recomendado por la OMS Por

lo que se plantea la siguiente formulacion del problema:

Campo: Medicina

Area: virologia

Tema: Evaluar la validez y confiabilidad del método inmunocromatogréfico
para diagnostico de rotavirus en heces diarreicas en menores de 5 afios del

Hospital San Martin de Porres de Ibuelo enero 2017 - agosto 2018

1.2. Formulacién del problema
¢, Se podra usar el método inmunocromatogréfico para el diagnostico de rotavirus
en muestras de heces diarreicas en nifios menores de 5 afios del hospital san

Martin de Porres Ibuelo de enero 2017 a agosto del 2018?

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Evaluar la validez y confiabilidad del método inmunocromatogréfico utilizado para
el diagnaostico de rotavirus en muestras de heces diarreicas en nifios menores de 5
afos del hospital san Martin de Porres Ibuelo de enero del 2017 a agosto del
2018.



1.3.2. Objetivos especificos

e Determinar la frecuencia de enfermedades diarreicas agudas, causadas por
rotavirus, segun grupo etario y género en la poblacién de estudio.

e Identificar el porcentaje de positividad de rotavirus segin esquema de
vacunacion.

e Determinar la validez y confiabilidad de la prueba inmunocromatogréfico
para diagndstico de rotavirus en relacion a la prueba ELISA.

e Calcular el grado de concordancia entre el método inmunocromatografico y

la prueba de ELISA para diagndéstico de rotavirus.

1.4. Justificacion de la investigaciéon

Los agentes patdgenos que pueden causar diarreas pueden ser de diferente
etiologia siendo el rotavirus la causa mas importante de diarrea en la
poblacion infantil en paises en desarrollo, pudiendo producir en muchos

de los casos la muerte del infante.

Las manifestaciones clinicas de la diarrea provocada por rotavirus son
semejantes a las producidas por otros agentes etioldgicos, por lo que es
necesario detectar el virus en las deposiciones de los pacientes afectados
para su diagnostico. Un diagndstico temprano de la infeccion por rotavirus es
importante para evitar el establecimiento de tratamientos inadecuados que
no mejoran la sintomatologia, sino que pueden agravar y prolongar la

diarrea, que normalmente es auto limitante.(11)

En nuestro medio, a pesar de haberse introducido la vacuna antirotavirus en
el esquema de vacunacion, se han presentado casos de diarreas por
rotavirus en pacientes que recibieron la vacuna, de ahi que surge la
importancia practica que puede tener el diagnostico rapido en el manejo del

nifio con diarrea; Ademas que el diagnostico microbiolégico precoz permitiria



el aislamiento rapido de los pacientes infectados para limitar la extensién de
un brote, disminuir el namero de diarreas de origen desconocido y de
pruebas complementarias como el coprocultivo.

La realizacion de este trabajo es debido a la incidencia de infeccion por
rotavirus en los nifilos menores de 5 afios que alcanza al 30% a nivel
nacional y del 29% en el Hospital San Martin de Porres como EDA, y en
ausencia de financiacion publica por el alto costo para la adquisicion de
pruebas como el ELISA y pruebas moleculares, es que es necesario recurrir
a las pruebas Inmunocromatogréficas de costo accesible y de una respuesta
rapida y sencilla en su uso, es que plantemos la presente investigacion, que
beneficiara a los menores de 5 afios de la poblacion del tropico
cochabambino y el uso indiscriminado de antimicrobianos en el tratamiento

de diarreas causado por rotavirus.

1.5 Viabilidad

Esta investigacion es viable debido al incentivo de investigar la situacion
actual de las pruebas rapidas que se usa en el hospital en el diagnostico del
rotavirus, los insumos y las pruebas rapidas estan disponibles en las
importadoras comerciales de la ciudad de Cochabamba, los mismos fueron
financiados por el propio investigador.

Asi mismo se realizo la solicitud al Instituto de Biologia Molecular y
Biotecnologia (IBMB) UMSA, para realizar el método de referencia (ELISA
ProsPect) y las muestras discrepantes poder ser evaluadas por RT-PCR.
Ademas de haber realizado la solicitud a la direccion del H.M.l. San Martin de

Porres para la realizacion de la investigacion hasta su culminacion.



CAPITULO Il

2.- MARCO TEORICO
2.1. MARCO TEORICO CONCEPTUAL

2.1.1 Antecedentes

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 denominacion no era informativa en cuanto a su etiologia, pero daban fe
de su contagiosidad tanto los experimentos con voluntarios, asi como los

brotes que se producian. (26)

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 fueron congeladas a -70° 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 administro un vaso de bicarbonato
sédico diluido en agua y enseguida otro vaso con zumo de naranja al que se
le habia afiadido la emulsiéon 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” era una particula estable al
calor, menor de 50 nm. En 1968 surgi6 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 electronica (IME) se identificaron en las heces unos
conglomerados de particulas redondas estructuradas de pequefio tamafio
(27 nm) que resultaron ser el agente causal de aquel brote. (1)

La etiologia de la mayoria de casos de diarrea en los nifios era un misterio.
En 1973, particulas virales con forma de rueda fueron observadas en
biopsias de mucosas obtenidas del duodeno de nifios con gastroenteritis (2).
Particulas similares han sido observadas en ratones, micos y ganado con
enfermedades diarreicas. Estas particulas, llamadas “rotavirus”, por la
palabra en latin para “rueda”, pronto fueron descritas como la principal causa
de gastroenteritis en lactantes y nifios a nivel mundial. La carga que esta
enfermedad representa es intimidante y el rotavirus se mantiene como una
de las infecciones de la nifilez que necesitan control a través de la

vacunacion. (3)

Se ha documentado en muchos estudios epidemiolégicos que los rotavirus
son los agentes causales mas importantes de diarrea grave en nifios en el
mundo entero. La mayoria de las infecciones primarias por rotavirus estan
asociadas con diarreas agudas en nifios menores de 2 afos en todo el
mundo, que pueden conducir a la deshidratacién y, ocasionalmente, a la
muerte. Se estima que los rotavirus (RV) producen casi 1 millon de muertes

por diarrea anualmente a nivel mundial. (4)

2.1.2 Enfermedad diarreica aguda

Habitualmente esta infeccion se presenta antes de los 5 afios de vida, pero
los cuadros de gastroenteritis severa presentan mayor incidencia entre los 3

meses y 3 afios de edad (5), pudiendo ser la infeccion en neonatos
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asintomatica. (6) Existen ocasionalmente casos sintomaticos entre adultos
por contacto con menores infectados, aunque con mayor frecuencia ocurre
una infeccion subclinica. Por otro lado, rotavirus aparece como la principal
causa de diarrea nosocomial en lactantes y pre escolares, y también se le ha
descrito como agente de brotes en guarderias infantiles, identificAndose en

25 a 40% de los brotes de diarrea con tasas de ataque de 40 a 70% (7).

Esta enfermedad es una inflamacion de la mucosa gastrica e intestinal,
habitualmente de causa infecciosa. La excrecion viral es iniciada antes de la
aparicion de sintomas, encontrandose particulas virales en deposiciones
desde aproximadamente 48 horas antes del inicio del cuadro clinico (8); un
nifio infectado elimina 100 (108) billones de particulas virales por gramo de
deposicion; el virus se elimina en las heces por un promedio de 4 dias,
pudiendo ser mayor a 30 dias en pacientes inmunocomprometidos o en
quienes cursan con diarrea severa y excrecion viral variable desde 4 a 57
dias (9).

Los rotavirus tienen la capacidad de adherirse al revestimiento epitelial del
tracto gastrointestinal. El principal sitio de replicacion del rotavirus son los

enterocitos

Los rotavirus tienen la capacidad de adherirse al revestimiento epitelial del
tracto gastrointestinal. El principal sitio de replicacion del rotavirus son los
enterocitos maduros sobre las vellosidades del intestino delgado alto, pero
también se disemina hasta el ileon. Las lesiones en las mucosas se
producen como resultado de la destruccion selectiva de las puntas de las

vellosidades del intestino.

El mecanismo principal de la induccion de la diarrea debido a la induccién por
rotavirus es la disminucion de absorcion de sal, glucosa y agua como

resultado del dafio intestinal, y el remplazo de células epiteliales de absorcion
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por células secretoras de las criptas vellosas. La duraciéon de los sintomas

sera proporcional a la severidad de la lesion.

Hay evidencia de otro mecanismo de induccién de la diarrea por la actuacion
de una glicoproteina no estructural del rotavirus (NSP4) como una
enterotoxina viral. Esta glicoproteina conduce a elevaciones de niveles de
calcio e induce a una diarrea secretora, de manera semejante a las
infecciones bacterianas como shigelosis y coélera. (10)La proteina NSP4,
funciona como receptor intracelular, considerada como la primera
enterotoxina viral que estimula la secrecion de cloro, por lo que desequilibra
el balance entre los iones de la célula. (10)

La vacunacion frente a rotavirus constituye hoy dia la mejor estrategia en la
prevencion de la infeccidon ya que, aunque en las pasadas 2 décadas ha
disminuido la mortalidad, no se han producido sin embargo cambios
apreciables en la incidencia de diarrea causada por este virus. Esto indica
que las mejoras en las medidas higiénicas tienen poco efecto en la
transmision de la enfermedad y, la amplia disponibilidad de soluciones de
rehidratacion oral no ha disminuido la morbilidad ni las tasas de
hospitalizacion. (48)

El impacto potencial de estas vacunas en la disminucion de la
morbimortalidad infantil es claro y significativo, especialmente en los paises
mas pobres del mundo. (49)

La vacunaciéon en edad temprana dirigida a reproducir la historia natural de la
infeccion podria evitar la aparicion de gastroenteritis aguda grave por
rotavirus, asi como la necesidad de ingreso hospitalario y la morbimortalidad
por este motivo, reducir los costes econdmicos directos e indirectos
generados por la enfermedad, y prevenir el impacto emocional que la
enfermedad supone para el nifio y sus familias. (48)

Las vacunas antirrotaviricas actuales se consideran equivalentes en cuanto a

seguridad y eficacia, pero difieren respecto de la composicion antigénica y el
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calendario de vacunacion. Por lo general, proporcionan una proteccion del
90%-100% frente a la enfermedad grave por rotavirus y del 74%-85% frente
a la diarrea por rotavirus de cualquier grado, segun la pauta de
administracion y la poblacién evaluada. Se ha comprobado que la proteccién
contra enfermedad grave por rotavirus persiste con ambas vacunas durante
el segundo afo de seguimiento.

El pais fue uno de los primeros paises de la Alianza Global para Vacunas e
Inmunizacién (GAVI) elegibles para la introduccion de la vacuna RV1, que se
introdujo en el Programa Nacional de Inmunizacion en agosto de 2008.
Desde entonces, el rendimiento de la vacuna contra el rotavirus se ha
evaluado, revelando una disminucion significativa en la mortalidad, las
hospitalizaciones vy las visitas de atencién médica observadas relacionadas
con las diarreas agudas causadas por rotavirus, durante el periodo posterior

a la vacuna. (50)

2.1.3 Rotavirus

El género rotavirus pertenece a la familia Reoviridae, tiene una apariencia
caracteristica parecido a una rueda, cuando es visualizado mediante
microscopio electronico. Es un virus acido ribonucleico (ARN) de doble
cadena, el genoma de rotavirus consta de 11 segmentos de ARN bicatenario,
son virus desnudos con simetria icosaédrica de 70 - 75 nm de diametro. Se
han identificado siete grupos principales de rotavirus, denominados de la A a
la G. Sin embargo, sélo los grupos A, B y C infectan a los seres humanos,

siendo el grupo A el mas importante. (11)

Se ha demostrado que el Rotavirus es capaz de ser infectivo, después de
ser mantenido 7- 9 meses a temperatura ambiente (18-20°C), en heces.

(33)La deshidratacion también juega un rol importante en la inactivacion



13

viral por ruptura de la capside del virus y la remocion del acido nucleico.
(34)

2.1.3.1 Estructura

La particula viral estd compuesta de tres capas proteicas concéntricas
alrededor del genoma, cuyo tamafio es de aproximadamente 18,550 pares
de base (pb) y segmentos de 667 a 3302 nucleotidos, codifica 6 proteinas
estructurales (VP1-VP4, VP6 Y VP7) y 6 proteinas no estructurales (NSP1-
NSP6).2> La capa proteica mas externa de la particula de virus esta
compuesta por dos proteinas virales superficiales: VP4 y VP7. La
glicoproteina VP7 le da un aspecto liso a la particula viral y la proteina VP4
el aspecto en forma de espigas. La intermedia, de aproximadamente 10
nm de grosor, esta constituida por trimeros de la proteina VP6, dandole a
la particula un aspecto rugoso, esta proteina es la mas abundante del
virus, constituyendo aproximadamente el 40% de la proteina total del
virion. La capa interna formada por la proteina VP2 es la que encierra en

su interior al genoma viral. (12)

En funcién de la especificidad serolégica de la VP6, se han descrito siete
grupos diferentes, asignandoles letras, de la A a la G. Los virus del grupo

A son los que producen infecciones habituales en el ser humano, aunque
los del grupo B y C también han sido asociados ocasionalmente con la
enfermedad en humanos. Los rotavirus de los grupos D, E y F sélo se han
aislado de especies animales.'®* Los rotavirus humanos del grupo A se
subdividen a su vez en dos subgrupos (subgrupo | 'y subgrupo Il). (14)

La naturaleza del genoma facilita el intercambio de fragmentos de material
genético. Asi, la coinfeccién celular con cepas diferentes de rotavirus puede
dar lugar a virus "reagrupados” con mezcla de material genético de ambas

cepas, capacidad que se ha utilizado en el desarrollo de vacunas. (48)
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2.1.3.2. Clasificacién

La clasificacion de rotavirus de acuerdo con el serotipo esta basada en
especificaciones antigénicas de estas dos proteinas. Tanto la proteina VP7,
llamada de tipo G por ser una glicoproteina, como la VP4, llamada de tipo P
por ser sensible a la proteasa, inducen la produccién de anticuerpos
neutralizantes y estan involucradas con la inmunidad protectora. Existen 15
serotipos G y 14 serotipos P. Para los serotipos G se observa una perfecta
correlacion entre serotipo y genotipo. Sin embargo, para el serotipo P no se
observa esa correlacion. Existen 20 genotipos P, siempre denominados por
un numero de 1 a 20 en corchetes. Los genes que codifican los antigenos G
y P se agregan independientemente, lo que permite observar varias

combinaciones de Gy P. (11)

El virus

Capside media
(VP8, subgrupo antigeno)

Capside interna (VP2)

09 VP7 (serotipo G
© Cépside
extema

060\7 VP4 (serotipo P)
= VP1/VP3

Representacion Esquematica de Virion Rotavirus

Adaptado de Cunliffe etal., 2002

2.1.3.3. 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
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cantidades de virus, que aparecen en las heces (hasta 10! particulas por

gramo de heces). (27)

La diarrea se produce por una reduccion de la superficie de absorcion debido
a dafio celular, por efectos enterotoxigénicos de la proteina NPS4 o por
estimulacion del sistema nervioso entérico. La alteracidon se acompafia de
antigenemia y viremia detectable, lo que sugiere que los rotavirus escapan el

tracto intestinal. (26)

En ocasiones la diarrea por rotavirus se debe a alteraciones de la absorcion
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 funcion puede tardar tres a ocho semanas. (15)

Ademas, existe pérdida de la permeabilidad intestinal a las macromoléculas
(incluida la lactosa) asociada con niveles disminuidos de disacaridasas
intestinales. La deficiencia de lactasa inducida por los rotavirus puede durar
de 10 a 14 dias. (6)

2.1.3.4. Cuadro clinico

La infeccidén por rotavirus invariablemente se acompafia de la invasion del
epitelio del intestino proximal. Esta infeccion puede extenderse al resto del
intestino delgado y quiza hasta del epitelio y el colon. El cuadro clinico varia
en su presentacion, desde aquellos casos que se muestran Unicamente

como portadores asintomaticos, hasta aquellos casos fatales. (16)

El periodo de incubacion es de 48 a 72 horas seguido por la instalacion
subita de vomito y diarrea. Muchos nifios tienen un cuadro prodrémico
respiratorio. Hasta en casi la mitad de los pacientes el vomito precede a la

diarrea por 2 a 6 horas; en los demas aparecen de manera simultanea. En el
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10% de los pacientes no ocurre vomito, pero la diarrea es invariable. El
numero de evacuaciones varia de 3 a 12 en un dia, con caracteristica

acuosa, abundante y con poco material solido, y mucho gas.(17)

2.1.3.5. Transmisién del rotavirus
Las vias de transmision de rotavirus pueden ser:
e Directa de persona a persona
¢ Indirecta (aguas)
e Oro fecal: 10-100 particulas son infectantes
Las heces de una persona infectada puede contener mas de 10 billones de
particulas infecciosas por gramo.; menos de 100 ya suelen transmitir la

infeccion a otra persona. (18)

2.1.3.6. Tratamiento y control

El tratamiento de la gastroenteritis originada por rotavirus es de apoyo para
corregir las pérdidas de agua y de electrolitos capaces de conducir a la

deshidratacion, acidosis, choque y muerte.

El tratamiento consiste en reponer los liquidos perdidos. Cuando el vémito y
la diarrea son graves es necesaria una terapia de rehidratacion oral y, en los
casos mas severos, puede ser necesaria la rehidratacion venosa. El uso de

antibioticos es inapropiado. (11)

El primer paso es establecer el grado de deshidratacion a partir de los signos
presentes, para elegir el tratamiento mas apropiado. El nifio debe ser
evaluado y tratado segun las reglas y planes de prevencién y manejo de
diarreas, disponibles en los manuales de AIEPI (Atencion Integrada a las

Enfermedades Prevalentes de la Infancia) de la OPS:



17

Plan A: Es para los casos sin signos de deshidratacion. Se
recomienda dar al nifio mas liquidos que de costumbre y alimentarlo
adecuadamente para prevenir la deshidratacion y la malnutricion; es
aconsejable llevar el nifio al servicio de salud si no mejora en tres dias
0 si presenta signos de gravedad, como vOmitos repetidos, fiebre,
numerosas deposiciones o resistencia a comer o beber. (11)

Plan B: Es una terapia de rehidratacion oral que comienza en el
servicio local de salud y luego continta en el hogar. (11)

Plan C: Es el tratamiento indicado para los casos mas graves, cuando
el nifio bebe poco o0 no es capaz de beber, se presenta con 0jos
hundidos, mucosas muy secas, 0 letargico o inconsciente y es

necesaria la rehidratacion por via endovenosa. (11)

2.1.4. Factores predisponentes

Son todos aquellos que favorecen a la aparicion de cierta enfermedad, en

este caso la producida por rotavirus, entre los generales tenemos:

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

No esterilizar los biberones para alimentar a sus hijos.

Guardar los alimentos a temperatura ambiente.

No hervir el agua de consumo.

No lavarse las manos después de defecar, limpiar las heces de los
nifios o de lavar los pafiales y antes y después de manipular o servir
los alimentos.

Higiene personal deficiente (lavado de manos).

Desnutricion y practicas inapropiadas de lactancia materna.

Peso bajo al nacimiento.

Esquema de vacunacién incompleto.

Falta de capacitacion de la madre para la higiene familiar.
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- Contaminacion fecal del agua y alimentos.

2.1.5. Prevencion y control

La lactancia materna reduce la incidencia de diarrea, especialmente en
paises en via de desarrollo, pero su papel en la prevencion de diarrea por
rotavirus es dudoso. Los nifios con diarrea por rotavirus tienen la misma
posibilidad de haber recibido lactancia materna que los nifios que tienen
diarrea por una causa diferente del rotavirus, pero la severidad y la duracion
de la enfermedad parecen ser menores en los nifios que recibieron seno

materno.

La adherencia estricta a las precauciones entéricas y un lavado adecuado de
las manos son importantes para reducir la transmisién del virus. La
contaminacion fecal de las superficies y objetos ocurre frecuentemente en
jardines infantiles, salas de hospitalizacion pediatricas, geriatricas vy
guarderias y debido a que el rotavirus puede sobrevivir en el ambiente por

varias semanas, estas deben ser desinfectadas con sumo cuidado.

Desinfectantes efectivos incluyen peroxido de hidrogeno al 6%, etanol al
80%, desinfectantes etano-fendlicos, radiacion ultravioleta y calor. Los
contenedores no desechables quedan mas limpios si se lavan a 176" F (80°

C) por 1 minuto o més. (2)

Actualmente la mejor estrategia de prevencion frente al RV es la vacunacion
universal. (19,20,21)

Un aspecto primordial en la prevencion es la interrupcion de la transmisiéon de
la infeccién. Para ello hay que reforzar las medidas higiénicas y realizar la
limpieza de superficies con desinfectantes adecuados, aunque con
frecuencia estas medidas son insuficientes. (20) Estas medidas junto con la

rehidratacion oral e intervenciones en salud publica (depuracion de las
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aguas, mejoria del nivel socioeconémico, etc.) han hecho disminuir en todo el
mundo la mortalidad de la enfermedad, pero la incidencia ha disminuido
poco. En edad temprana, ya que evita la aparicion de la infeccion y protege
frente a las “formas graves” de EDA aguda, previniendo muertes,
hospitalizaciones, pérdidas de jornadas de trabajo en los padres, reduciendo
asi los costes econémicos directos e indirectos generados por la enfermedad
y el impacto emocional que la enfermedad supone para los nifios y las
familias. (19,20,21)

2.1.6. Diagndstico diferencial

Son utiles antecedentes epidemiologicos (estacion del afio, contacto con
pacientes infectados), las manifestaciones clinicas y los examenes
complementarios. EI diagnéstico diferencial se debe realizar con las
infecciones digestivas producidas por otros microorganismos, sobre todo
enterotoxigénicos que también originan diarrea acuosa y en casos
complicados, incluso con cuadros quirargicos. (22)

Los sintomas pueden ser semejantes a otros agentes infecciosos que causan
diarrea acuosa en infantes, tales como: Adenovirus entérico, Astrovirus,
Calicivirus, Shigella, Salmonella, Escherichia coli enterotoxigénica, Vibrio
cholerae, Campylobacterjejuni, Staphylococcusaureusy hongos, como
Isospora belli, que son mas comunes en inmunodeprimidos.Los pardsitos
mas frecuentes que causan diarrea son Giardialamblia,
Entamoebahistolyticay Cryptosporidium.(11)

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 Staphylococcusaureus, Escherichia coli
enterotoxigénico oClostridiumperfringens. Cabe afadir que unporcentaje 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, nauseas, vomitos y diarrea. (26)
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2.1.7. Diagnostico de laboratorio

Los individuos enfermos eliminan una gran cantidad de Rotavirus (hasta10'!
por gramo de heces). (27) Esto facilita su deteccion en muestras clinicas. El
diagndstico de laboratorio suele realizarse de rutina mediante el uso de
técnicas de deteccion antigénica. (26)

El diagndstico de la infeccion se basa en la deteccion de antigeno en heces
fecales por métodos rapidos comerciales de enzimoinmunoensayo (ELISA) o
métodos de inmunocromatografia que muestran una alta sensibilidad y
especificidad y/o aglutinacion con antisueros especificos o con particulas de
latex sensibilizadas, pero tan solo para virus del grupo A. La sensibilidad y
especificidad de una prueba inmunolégica debe mantener un nivel mayor del
80,0% para considerarse como buena.(60)

Un inconveniente de estas técnicas es que, si bien por su sencillez se
encuentran muy generalizadas, no proporcionan informacion especifica sobre
las caracteristicas de las diferentes cepas. (23,24)

Las técnicas de amplificacion genomica permiten realizar, ademas de la
identificacion, el genotipado de Rotavirus. No obstante, el empleo de esta

altima técnica se encuentra muy limitado en la practica clinica.

Si bien la deteccion serologica de anticuerpos circulantes frente a Rotavirus
se ha empleado con éxito para la realizacion de estudios de inmunogenicidad
frente a vacunas, su uso carece de utilidad practica para el diagndstico de la

infeccién aguda. (26)

2.1.7.1. Fundamento de las técnicas de deteccidén de antigeno

Las técnicas de deteccion de antigeno son técnicas inmunoldgicas que se
fundamentan en la afinidad antigeno-anticuerpo. Definiriamos el antigeno
como aquella molécula estructural o metabdlica de origen microbiano que es
reconocida como extrafia por el organismo humano y que es capaz de

desencadenar una respuesta inmunitaria. Por otro lado, un anticuerpo es una
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gammaglobulina sintetizada por las células plasmaticas en respuesta a la
estimulacion ejercida por un antigeno, con el que reacciona de forma
especifica, gracias a la correspondencia entre sus estructuras. (51)

De forma que si disponemos de anticuerpos especificos podemos detectar
los antigenos correspondientes en una muestra clinica. Esta es la base de
las técnicas de deteccion de antigenos microbianos.

Los anticuerpos especificos empleados en estas técnicas son obtenidos
como antisueros de animales inmunizados, que serian anticuerpos
policlonales, o por produccion in vitro mediante hibridomas con la obtencién
de anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos monoclonales pueden
utilizarse solos o combinando diferentes anticuerpos dirigidos contra dos o
mas epitopos diferentes. (51)

La principal ventaja de los anticuerpos monoclonales es su alto grado de
especificidad, lo cual los hace extremadamente Utiles para distinguir entre
microorganismos muy proximos antigénicamente. Sus limitaciones incluyen,
por lo tanto, una incapacidad de detectar todas las variedades de un mismo
microorganismo debido a su alta especificidad y una tetrica baja afinidad.
(51)

2.1.7.2. Técnicas de deteccion de antigeno

Las principales técnicas de deteccion de antigenos son:

A Pruebas Inmunocromatograficas
Son pruebas cualitativas, que dan un resultado positivo o negativo, pero que
no permiten cuantificar la intensidad del indculo bacteriano o de la carga viral,
ni diferenciar un estado de portador de una infeccion activa. So6lo en algunos
casos de deteccion de antigenos virales en heces, las pruebas pueden ser
catalogadas como semicuantitativas, al estar la intensidad del color en
relacion con la carga viral. Por lo tanto, son pruebas complementarias a la

clinica, subsidiarias de la clinica e interpretables Unicamente en el contexto
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de la clinica a la que en ningun modo pueden sustituir. No nos dan un
diagnédstico, sino que nos informan de la presencia o ausencia de un
determinado germen en una muestra biologica. Es el profesional quien tiene
que interpretar esta informacién y situarla en su contexto clinico y

epidemiolégico para utilizarla adecuadamente. (28)

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 deteccion 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 deteccion, formando una banda coloreada, rosa

0 azul dependiendo del metal utilizado en el conjugado. (29)

B Inmunofluorescencia directa (ID):

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 muestra 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 formara un complejo Ag-Ac, el
cual se visualiza con el microscopio de fluorescencia (emite luz ultravioleta
de una determinada longitud de onda), por la aparicién de fluorescencia de

color verde manzana. (1)
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C Test de aglutinacién:
El test de aglutinacion es un método simple, de un solopaso, que a veces se
usa para la deteccion de antigenos virales en muestras clinicas. Los ensayos
de aglutinacion, dependen de la fijacion inicial de anticuerpos antivirales
especificos sobre eritrocitos o particulas de latex. Luego este reactivo se
incuba con la muestra clinica en la cual se investiga el antigeno y las

particulas se aglutinan si el antigeno adecuado se encuentra presente.

D Enzimoinmunoanalisis (EIA):

A través de ELISA se pueden identificar antigenos del virus (proteina de
capside VP6) en muestras de materia fecal. Las muestras diluidas son
enfrentadas con anticuerpos anti VP6 fijados a un soporte sélido. En caso de
que la muestra contenga particulas virales de rotavirus, estas se uniran al
anticuerpo y formaran un complejo, que serd posteriormente revelado por
una reaccion enzimatica de color. La intensidad del color que adquiera puede
medirse por absorbancia en espectrofotometro y esta en proporcion directa
con la cantidad de antigenos virales presentes en la muestra. (11)

E Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):

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
amplificacion de secuencias especificas del ADN.

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

termoestable de la bacteria Thermusaquaticus) y deoxinucleotidostrifosfatos.
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La funcién natural de la DNA polimerasa consiste en replicar el DNA. Los
desoxinucleétidostrifosfatos se necesitan como ladrillos para la construccion.
El nucledtido al cual se une la polimerasa sera complementario de la base en
la posicion correspondiente de la cadena templada. Se sintetiza asi una
cadena simple de DNA, complementaria y alineada a cada cebador. (1)

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

de esas proteinas.

G Microscopia electronica: 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
gue aumenten la visualizacién, por ejemplo, la inmunoelectromicroscopia,
que consiste en el agregado de anticuerpos especificos antivirales y la
formacion de agregados de particulas que son mas facilmente visibles que

las particulas solas.

2.1.8. Métodos usados en la investigacion

2.1.8.1. Método Inmunocromatografico ICT (ICT OneSite™Rotavirus Ag
Rapid test):
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Para la investigacion se uso el test OnSite™ Rotavirus Ag Rapid Test La que

se ejecuto siguiendo estrictamente las recomendaciones del fabricante (CTK

Biotech). Cuya relativa sensibilidad es del 100% y relativa especificidad del
97.2 %

Tomar las heces de tres sitios diferentes de la muestra con el fin de
obtener una muestra lo mas representativa posible. Desenroscar el
tampén del vial.

Con el extremo del aplicador tomar una cantidad suficiente de heces,
de 5 diferentes sitios. Si las heces son liquidas coger con ayuda de
una pipeta 100 microlitros y transferirlos al vial.

Introducir el aplicador con la muestra en el vial. Enroscar bien el vial.
Enroscar bien el tampon y agitar vigorosamente para asegurar una
mezcla homogénea.

Sacar el dispositivo de reaccién de la bolsa de aluminio.

Romper el extremo superior del vial

Afadir de 2 gotas en la zona para la muestra del dispositivo de
reaccion

Esperar 15 minutos, leer e interpretar los resultados

Lectura de resultado

NEGATIVO: Solo aparece una linea transversal roja/rosa en la zona
central de la tira de reaccion. Siempre debe aparecer esta linea.
(Simple alineada con la letra “C” control marcada en la carcasa)
POSITIVO: Ademas de la linea roja/rosa de control aparece otra linea
ROJA/ROSA en la zona central de la tira de reaccién. La intensidad de
esta coloracion va a ser variable segun la concentracion presente del

antigeno.



26

2.1.8.2. ELISA (ProsPect)

La prueba ELISA ProsPect Rotavirus La prueba utiliza un anticuerpo
policlonal para detectar proteinas especificas del grupo, incluida la principal
proteina interna de la capside (VP6), presente en los rotavirus del Grupo A.
cuya sensibilidad es del 100% vy especificidad del 99.2%. siguiendo

estrictamente las indicaciones del fabricante.

2.1.9. Controles de calidad

En la interpretacion de los resultados obtenidos por técnicas inmunoldgicas
de deteccion de antigeno es fundamental introducir suficientes medidas de
control que aseguren la calidad de los mismos. Es imprescindible incluir
siempre controles positivos y negativos. Estos controles pueden ser
facilitados por los fabricantes de los métodos comercializados, pueden ser
muestras propias del laboratorio o bien pueden ser adquiridos controles
comercializados y estandarizados de laboratorios y agencias internacionales.
En funcion de la técnica puede ser necesario controles adicionales, como
“blancos” en las técnicas de EIA o controles de particulas no sensibilizadas

en las técnicas de aglutinacioén. (51)

Por otro lado, no debe descuidarse el registro de control de lotes, de
temperaturas de neveras para la conservacion de los reactivos, control de las
incubadoras y calibracion de las pipetas automaticas y de los aparatos
necesarios. La participacion en programas nacionales e internacionales de
control de calidad en los que se debe determinar la presencia o no de
antigeno en un lote de muestras, es vital para asegurar la calidad de los

resultados.
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2.1.10. Consideraciones finales y perspectivas de futuro

El futuro en este campo esta fundamentalmente en manos de las compafias
de reactivos de laboratorio, que han de ser capaces de ofrecer una bateria
de técnicas sensibles y especificas que, empleando preferentemente
muestras clinicas no obtenidas por procedimientos invasores, proporcionen
un diagnéstico etiologico rapido, de forma que sea posible establecer una
orientacion terapéutica adecuada y precoz de las enfermedades infecciosas.
Qué duda cabe que la activa investigacion en nuevos formatos de estas
técnicas que se esta llevando a cabo actualmente, puede conducir a que en
poco tiempo hayan cambios significativos que modifiquen las pautas de

actuacion.

2.2. Marco teédrico referencial

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

los valores predictivos.

El Hospital de Nifios“Dr. RicardoGutiérrez”, de BuenosAires en 1999 realiz6
un estudio donde 691 pacientes fueron estudiados. De ellos, se obtuvo una
muestra de heces para diagnéstico de rotavirus en 648 (94%) pacientes,
observandose 13 (2%) resultados indeterminados, 233 (36%) positivos y 402
(62%) negativos. De todas las diarreas asociadas a rotavirus (233 casos), el
52% (121 casos) ocurrié durante el primer afio de vida, el 38% (88 casos)
durante el segundo afio y el 10% (24 casos) durante el tercer afio. El

porcentaje de diarreas asociada a rotavirus en la muestra estudiada vario
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segun la edad. En el grupo etario de 0-5 meses fue de 36%, en el de 6-11
meses fue de 41%, en el de 12-23 meses fue de 35% y en el de 24-35
meses fue de 25%. Las diferencias observadas en la frecuencia de
identificacion de rotavirus hasta los 23 meses de edad no fueron
estadisticamente significativas. En cambio, la frecuencia de rotavirus
observada en nifios de 24-35 meses (25%) fue significativamente menor a la
observada en nifios de 0-11 meses (Chi cuadrado, p: 0.0118), e incluso a la

observada en nifios de 0-23 meses (Chi cuadrado, p: 0.015). (37)

El afio 1999 en el hospital severo ocho de Madrid Espafia se realiz6 un
estudio en el que se utilizaron tres pruebas inmunolégicas comerciales
diferentes para la deteccion rapida del rotavirus del grupo A (un método
inmunocromatografico, aglutinacion del latex e inmunoensayo enzimético)
para evaluar 228 muestras fecales obtenidas de nifilos espafoles entre 0,1 —
5,1 aflos con gastroenteritis aguda. Después de la resolucion de 30 (13,2%)
resultados discordantes por RT-PCR para rotavirus, los valores estadisticos
del  enzimoinmunoensayo, aglutinacion de latex y  método
inmunocromatografico fueron, respectivamente, 96%, 68% y 99% de
sensibilidad; 99%, 99% y 96% para la especificidad; 98%, 96% y 92% para el
valor predictivo positivo;y 98%, 88% y 99% para el valor predictivo
negativo. La técnica inmunocromatografica mostré6 alta sensibilidad y
especificidad y fue rapida y facil de realizar en el laboratorio clinico de rutina.
(35)

El afio 2002 en la Universidad Estatal de Michigan, se realizd un estudio con
un total de 54 muestras diarreicas de heces fecales, que se utilizaron para
evaluar el rendimiento de la prueba ICT-RV frente a ELISA y RT-PCR. Los
resultados de esta comparaciéon mostraron que la prueba ICT-RV tenia una

sensibilidad del 87% y una especificidad de 93,6%, un alto valor predictivo
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positivo de mas del 90% y un alto valor predictivo negativo 90,6% con un
indice Kappa: 0,81. (36)

EL 2006 en Paraguay se realizé un estudio de evaluacion de la sensibilidad y
especificidad del método inmunocromatografico (ICT), en el que se basan
muchos kits comerciales utilizados para el diagndstico de rotavirus grupo A,
tomando como referencia el método de electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE). Se seleccionaron muestras de heces de 317 pacientes con diarrea
aguda que concurrieron a un laboratorio privado de mayo a noviembre del
2006, con pedido de andlisis de rotavirus. Se utilizaron kits de las marcas
comerciales Operén simple (n=154) o SD Bioline rotavirus (n=163), siguiendo
estrictamente las instrucciones del fabricante. Las muestras fueron
conservadas en frio y remitidas al Instituto Investigacion Ciencias Salud para
la realizacion de los estudios moleculares. La sensibilidad obtenida por el
método ICT fue de 97,8% y la especificidad de 84%. La concordancia
absoluta fue del 90%. Las muestras que dieron resultados discrepantes entre
ICT y PAGE, fueron confirmadas por nRT-PCR, resultados que coincidieron
con los obtenidos por PAGE. La sensibilidad del método ICT es muy buena,
si bien la especificidad es moderada el método puede ser utilizado como
screening para el diagnostico rapido de rotavirus y seria aconsejable utilizar
métodos mas especificos como los moleculares para estudios

epidemiolégicos. (44)

El 2009 Se llevd a cabo la evaluacion de un método inmunocromatografico
para el diagnostico de rotavirus y adenovirus 40/41 conocido comercialmente
como GastroVir-Strip, de la casa comercial Coris BioConcept, utilizando
como método de referencia (prueba de oro) la electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE). Para ello se utilizaron 125 muestras de heces de
nifios que cursaron diarrea aguda en el afio 2009 y que se mantenian en el
Laboratorio de Virologia del Postgrado en Biologia Aplicada de la

Universidad de Oriente, NUlcleo de Sucre. Estas muestras, anteriormente
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examinadas por ELISA, fueron reexaminadas por electroforesis en geles de
poliacrilamida, y luego analizadas por el método inmunocromatografico. Se
obtuvo una sensibilidad de 98,5% y una especificidad de 100,0% para el
meétodo inmunocromatogréfico. Los valores predictivos positivo (VPP) vy
negativo (VPN), sin tomar en cuenta la prevalencia de la infeccién fueron del
100,0% y 98,3% respectivamente, mientras que tomando en cuenta la

prevalencia los valores fueron de 92,4% y 99,5% respectivamente. (43)

En Cuba el 2010 se realizé un estudio, durante el periodo comprendido de
marzo 2010 a febrero 2011, se realiz6 la deteccion de rotavirus mediante la
técnica de RT-PCR Y ELISA respectivamente, a 88 muestras de heces
fecales de niflos menores de 5 afios con EDA, se obtuvo un 61.4 % de
positividad a rotavirus, encontrdndose una mayor prevalencia de rotavirus en
43,2 % en el grupo de 7-24 meses de edad.(41)

El 2010 se realiz6 un estudio de comparacion entre 3 métodos: ELISA,
aglutinacion por latex y inmunocromatografia, en nifios menores de 5 afios
gue presentaron un cuadro de diarrea aguda y que acudieron a dos
laboratorios privados en el area central del departamento de Petén, durante
octubre de 2010 a abril 2011. La muestra correspondio a 334 nifios. El 54%
de los nifios eran hombres y el restante 46% mujeres, con una edad
comprendida entre los 0 y 23 meses (79.3%), y 24 a 60 meses (20.7%). La
prueba de inmunocromatografia presentdé mejor desempefio que aglutinaciéon
por latex en relacion a la sensibilidad (91.5% contra 67.8%). Ambas pruebas
presentaron valores altos de especificidad (inmunocromatografia = 98.2%;
aglutinacion por latex = 97.3%) con relacion a ELISA. En cuantoa la
concordancia entre los métodos de deteccion en relacién a ELISA, segun los
indices de Kappa calculados, la concordancia entre inmunocromatografia y
ELISA fue muy buena (indice de Kappa= 0.84); y entre latex y ELISA fue
buena (indice de Kappa = 0.63). (42)
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Durante el periodo 2012-2013 realiz6 un estudio descriptivo, prospectivo y
transversal de 72 pacientes menores de 18 meses de edad con enfermedad
diarreica aguda por rotavirus de tipo A, quienes fueron ingresados en el
Servicio de Gastroenterologia del Hospital Infantil Docente Sur “Dr. Antonio
Maria Béguez César” de Santiago de Cuba, durante el periodo comprendido
de marzo del 2012 a diciembre del 2013, con vistas a caracterizarles segun
algunas variables clinicas, epidemiolégicas y terapéuticas. En el analisis
estadistico se aplicaron el calculo porcentual y la prueba de la X 2 (con un
nivel de significacion igual a 0,05), que revelaron un predominio del grupo
etario de 12-18 meses, de los estilos de vida regular y malo, asi como de la
procedencia rural y la lactancia artificial. Asi mismo fueron mas frecuentes el
cuadro sintomatico de diarrea, vomito y fiebre, y la complicacién deficiencia
transitoria de la enzima lactasa. (39)

Durante el afio 2014, la prevalencia de los pacientes diagnosticados con
Rotavirus en el Hospital del IESS de Manta, dio como resultado un 63,7 % a
nivel local. La prevalencia en el Ecuador oscila entre 47% al 60% segun
reporte del MSP. Mas de 500 mil nifios sufren de Diarreas especialmente en
lactantes y nifios menores de dos afios, En América Latina la prevalencia
oscila entre el 65 al 85% PAHO/OMS 2014. La edad mediana de los nifios
estan de 6 a 7 meses, lo que demuestra que estan entre el 20 al 60 percentil.
La Gastroenteritis por Rotavirus, se presenta principalmente entre los 6 a 24
meses de edad (Caceres et al 2004). El porcentaje entre nifios es casi igual
con una diferencia de menos de un 1% siendo el 50,3% de sexo femenino y
49,7 de sexo masculino. La enfermedad por Rotavirus es mas comun en
nifos pequefios menores de dos afos, sin embargo, también pueden
infectarse nifios mayores y adultos, la sintomatologia aparece dos dias

después de estar expuesto al virus. (40)
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En otro estudio que se realizo acerca del comportamiento clinico y
epidemiolégico de los pacientes menores de 5 afios con enfermedad
diarreica aguda causada por rotavirus ingresados en el Hospital Manuel de
Jesus Rivera comprendido en el periodo de 1° mayo 2012 a 31 diciembre
2014. Encontrandose una frecuencia de rotavirus del 12% que corresponde a
los 85 nifios en estudio. La incidencia de infeccién de rotavirus por afio se
encontré que en el afo 2012 fue de 37.0 casos x 10,000 nifios egresados
menores de 5 afos, en el afio 2013 44.1 casos x 10,000 nifios egresados y el
afo 2014 con el 36.2 casos x 10,000 nifios egresados. Del total de nifios que
presentaron diarrea por rotavirus 46 (54%) tenian la edad comprendida entre
1 a 2 afios, Seguido de 24(28%) entre 1 a 11 meses de edad, 8 (10 %) de los
niflos entre 3 a 4 afios y 7(8%) de 4 a 5 afios de edad. Padeciendo mas los
nifios del sexo masculino que fueron 47 (55 %) de los cuales 21 (44.6%) de
ellos tenian la edad de 1 a 2 afios, seguido de 16 (34%) nifios con edad de 1
a 11 meses, 5 (10.6%) nifios entre las edades de 3 a 4 afios y 5 (10.6%) de 4
a 5 afos de edad. Seguido del sexo femenino que fueron 38 (45%) donde 25
(66%) tenian la edad de 1 a 2 afios, 8 (21%) de 1 a 11 meses de edad ,3
(8%) entre las edades de 3 a 4 aflos y 2 (5%) de 4 a 5 afios de edad. (38)

Durante el afio 2015 se realizd un estudio en el Hospital Aleman
Nicaraglense en nifios menores de 5 afios con diarrea aguda con sospecha
de Rotavirus. De 66 pacientes a quienes se les tom6 ELISA para la deteccién
de antigenos para rotavirus, 21 pruebas fueron positivas, teniendo una
incidencia del 32% en menores de 5 afios en comparacion con el afo
siguiente, donde se estudiaron 139 nifios siendo positivo para Rotavirus 21
pacientes, con menor incidencia 15%. Se detectaron el mismo namero de
nifios con rotavirus. La edad que predomind fueron los rangos de 4 a 11
meses y de 12 a 23 meses con 31% (63 pacientes) respectivamente y en
menor cantidad de 1 a 3 meses con un 8% (17). Estos datos vincularon, con

la presencia de anticuerpos maternos que protegen a los menores de 3
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meses. El cuadro diarreico en ambos afios, se presenté en 56% de los nifios

y 44% de las nifias. El sexo que predominé fue el masculino. (47)

Estudios realizados por Arias (1988) en el Hospital Obrero N° 1 de la Caja
Nacional de Salud en La Paz Bolivia diagnosticé 51.74% de diarreas
causadas por rotavirus en nifios de 6 a 24 meses de edad en pacientes
hospitalizados, estudié 1.109 muestras de pacientes hospitalizados, tomadas
entre 1988 y1994, encontrando que la media anual de casos oscila entre
25,7% — 32,6%, afectando principalmente a nifios de 6 a 12 meses de
edad. Dos afios después, Zarcillo (1997), comunicdé que las diarreas por
rotavirus en nifios de 6 a 23 meses de edad, residentes en Santa Cruz,
Bolivia, fue .19,3%.

Las pequefias variaciones observadas entre la sensibilidad y especificidad
arrojadas por los diferentes métodos cromatogréaficos estudiadospudiera
deberse a varios factores como, la utilizacion de diferentes estandares de oro
en los diversos trabajos, al transporte y conservacion de la muestra, tiempo
entre la recoleccion y procesamiento, calidad de los anticuerpos decaptura y
presencia en la muestra de enzimas que degradan proteinas o acidos
nucleicos, entre otros.

La sensibilidad y especificidad de una prueba inmunoldgica debe mantener
un nivel mayor del 90,0% para considerarse como buena Esto concordaba
con los resultados obtenidos en esa investigacion, donde tanto la
especificidad como la sensibilidad del método inmunocromatografico

evaluado, se encontraron por encima de ese valor. (43)

Se ha sefalado que la presencia de sangre en las heces puede originar
resultados falsos positivos con los métodos inmunocromatograficos. Debido a
la posibilidad de que se produzca una reaccion cruzada de alguno de los
anticuerpos con antigenos distintos de los de rotavirus presentes en la

muestra. (48)
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Se realizé un estudio prospectivo para evaluar dos equipos comerciales
inmunocromatograficos para el diagndstico rapido de infeccidn por rotavirus a
partir de muestras fecales: VIKIA® Rota-Adeno, de bioMérieux, y Simple
Rota- Adeno, de Operon. Como método de referencia se utilizdé la
transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) con
cebadores especificos del gen de la proteina VP7 de rotavirus del grupo A.
La sensibilidad y la especificidad respecto de la RT-PCR fueron del 98,4% y
84,8% para el Simple Rota-Adeno, y del 100% y 24,2% para el VIKIA® Rota-
Adeno. Es de destacar la baja especificidad de este udltimo equipo
diagndstico, que presentd un elevado numero de falsos positivos, por lo que
el valor predictivo de un resultado positivo es sdlo del 71,6%.

El 2012 en Santa Marta un estudio de tipo prospectivo de caracter
descriptivo, conformado por 300 nifios menores de cinco afios, dando
11,37% muestras positivas para rotavirus y 88,96% negativos para rotavirus.
En esta investigacion los analisis arrojaron que el 55,9% (19) de los
participantes son de género femenino y el 44,1% (15) de los participantes
son de género masculino. Ademas, se evidencia que el 44% de los
participantes positivos no fueron vacunados para rotavirus, mientras un 55%
si recibieron la vacuna. Siendo la mayoria vacunados con resultados

positivos para rotavirus. (52)

2.3. Alcance del estudio

Esta investigacion tiene un alcance de nivel descriptivo/correlacional.

- Descriptivo ya que se pretende determinar la validez y confiabilidad
del método inmunocromatografico en enfermedades diarreicas agudas
en menores de 5 afos.

- Correlacional debido a que se determinara el grado de concordancia

entre las variables del diagndéstico por inmunocromatografia Y ELISA.
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2.4. Hipotesis

Ho = La Sensibilidad y especificidad del método inmunocromatografico,
utilizado para el diagnostico de rotavirus en muestras de heces diarreicas
sera mayor al 80% para ser considera como una buena prueba.

Hi = La Sensibilidad y especificidad del método inmunocromatografico
utilizado para el diagnostico de rotavirus en muestras de heces diarreicas no

sera mayor al 80% para ser considera como una buena prueba.
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CAPITULO IlI

DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio

Uno de los aspectos fundamentales en toda investigacion es la decision

sobre el tipo de estudio a realizar, para lo cual tomamos en cuenta que el

mismo se define preliminarmente desde la etapa de identificacion vy

formulacion del problema; sin embargo, cada etapa del proceso de

investigacion provee de elementos que sirven para su seleccion definitiva.

(53)

El enfoque del estudio es cuantitativo, ya que se incluyen hechos o
variables que se pueden contar como por ejemplo edad, sexo de los
pacientes, etc. No se tomaron en cuenta aspectos subjetivos como
creencias u opiniones sobre las variables del tema de investigacion.

El nivel de investigacion es descriptivo correlacional por que se
analizaran las variables en forma individualizada. La investigacion es
de tipo correlacional porque se estableceran relaciones entre
variables sin precisar sentido de causalidad.

En funcién al tiempo de realizacion de estudio es prospectivo, porque
se tiene datos a medida que se avanza en la investigacion y es de
corte transversal porque se toma datos de enero del 2017 a agosto del
2018.

Respecto al nidmero de medidas realizadas, el estudio aplicd las
medidas correspondientes en un solo periodo de tiempo continuo por
lo que el estudio es de tipo transeccional.

En cuanto al rol de la investigadora es una investigacibn no
experimental la misma que puede definirse como la investigacion que
se realiza sin manipular deliberadamente variables. es decir, se trata
de un estudio donde no hacemos variar en forma intencional algunas

variables para ver su efecto en otras.



37

3.2 Universo

Lo constituyen el total de pacientes con episodio de enfermedad diarreica
aguda menores de 5 afos, 2232 pacientes que acudieron a la consulta

durante el periodo de estudio enero 2017 a agosto 2018.

3.3 Criterios de Seleccion

Con frecuencia, no se puede obtener informacion de toda la poblacién, sino
tan solo de unidades que cumplen una serie de caracteristicas que son los
criterios de inclusién/exclusion. La muestra se obtiene de la poblacion de
estudio, por lo que debe recordarse que las conclusiones extraidas de la
muestra son generalizables a esta poblacion y no al universo (54)y para
delimitar esta poblacion de estudio es necesario definir los criterios de

selecciéon de unidades de andlisis.

3.3.1 Criterios de inclusion

* Muestras de menores de 5 afios, con diagnoéstico de sindrome
diarreico.

* Muestras de nifios Inmunizados y No Inmunizados contra el Rotavirus.

e Todo muestra de menores de 5 afos, cuyos padres firmaron el
consentimiento informado.

e Muestras de Nifilos en condiciones idéneas, es decir que la muestra
sea recolectada en un recipiente adecuado y que la cantidad de la
misma sea representativa.

e Muestras de nifios que tengan su ficha epidemioldgica, correctamente

llenadas.

3.3.2 Criterios de exclusién

* Muestras de nifios que no cumplieron con los criterios de inclusion.
* Muestras de nifios mayores de 5 afios.

* Muestras de nifios, recogidas en recipientes inadecuados
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* Muestras de nifios emitidas hace mas de dos horas que no han sido

refrigeradas.

3.4. Unidad de analisis

En funcion a los criterios de seleccion la unidad de analisis son todas las
muestras de menores de 5 afios con diagnostico de sindrome diarreico
agudo, durante el periodo enero 2017 a agosto 2018 de menores de 5 afios
gue acudieron a recibir atencion médica en el Hospital “San Martin de Porres

Ibuelo”

3.5. Poblacion de estudio (diana)

Tomando en cuenta que la poblacién de estudio es aquélla sobre la cual
pretendemos que recaigan los resultados o conclusiones de la investigacion
(55), en nuestro caso de acuerdo a los criterios de inclusién, de exclusion y
la unidad de analisis el tamafio de la poblacién de estudio son 272 casos

Es necesario mencionar que en esta investigacion se trabaja con la
“poblacion accesible” es decir la que acude y se registra. Como menciona
Fathalla MF (OPS), esta poblacion no necesariamente representa a la
poblacion de toda la comunidad ya que no todas las personas acuden al
consultorio al laboratorio o al hospital en el tiempo de estudio. (56). Por esta
razén es que los resultados serdn generalizables solo a la poblacion

registrada en la institucion.

3.6. Muestra

Para la seleccion de pacientes se realizara un muestreo no probabilistico
consecutivo.

Las muestras no probabilisticas, también llamadas muestras dirigidas,
suponen un procedimiento de seleccién informal, en este caso se realizé un

muestreo no probabilistico consecutivo de todos los pacientes con
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diagnéstico de sindrome diarreico por rotavirus en un periodo de enero 2017
a agosto 2018.

Es no probabilistico porque no todos los pacientes registrados con
diagnostico de sindrome diarreico por rotavirus, tuvieron la misma
probabilidad de estar en el momento y en el lugar donde se seleccionaron los
sujetos.(57) y es consecutivo por que se incluyen a todos los pacientes del
primero al dltimo registrado y que cumpla con la definicion de unidad de
analisis en el periodo de estudio de manera consecutiva.

En este tipo de muestreo (no probabilistico y consecutivo) si se siguen los
criterios técnicos y los criterios de inclusién y exclusion, existe una
aproximacion aceptable a las caracteristicas de la poblacion de estudio,
aunque es necesario remarcar que las pruebas estadisticas en muestras no
probabilisticas tienen un valor limitado a la muestra en si, mas no a la
poblacién.

Existe una tendencia a considerar sindénimas las expresiones muestra
probabilistica y muestra representativa. El uso de una técnica de muestreo
probabilistico tiende a asegurar que se obtendra una muestra representativa,
en especial si la poblacién y la muestra son de gran tamafio. Sin embargo,
puede que no sea asi, ya que el propio azar puede conducir a una muestra
que no tenga la misma distribucion de las variables de interés que la
poblacién de referencia, sobre todo si su tamafio es reducido. Por otro lado,
pueden obtenerse muestras representativas utilizando técnicas no

probabilisticas. (58)
3.7. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

3.7.1. Variables definicion conceptual

3.7.1.1. Enfermedades diarreicas agudas causadas por rotavirus

Se define como «diarrea» una alteracion en el movimiento caracteristico del
intestino con un incremento en el contenido de agua, volumen o frecuencia

de las evacuaciones. Una disminucion de la consistencia tornandose liquida
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o blanda y un incremento de la frecuencia de los movimientos intestinales
mayor o igual a tres evacuaciones en un dia.

Es una gastroenteritis aguda, que produce inflamacion de la mucosa gastrica
e intestinal. Siendo rotavirus una de las mas importantes causas de diarrea
moderada a grave y el responsable de gastroenteritis y deshidratacion grave
en nifios pequefios de paises industrializados y en vias de desarrollo. La
manifestacion de una infeccibn por rotavirus varia desde una forma
asintomatica hasta casos graves de vomitos y diarreas que pueden llevar a

la deshidratacion, shock y muerte. (10)

3.7.1.2. Porcentaje de positividad de rotavirus

Es un cociente en el que el numerador esta incluido en el denominador. Es
decir: muestras positivas a rotavirus en relacion a las muestras positivas a

rotavirus mas muestras negativas a rotavirus, expresado en porcentaje.

o _ muestras ( +)
% positividad de rotavirus = e ) s ) x 100

3.7.1.3. Inmunizaciéon

Inmunizacién es la accion y efecto de inmunizar. Este verbo, por su parte,
refiere a hacer inmune (lograr que alguien o algo no sean atacables por
enfermedades o flagelos). Aquel o aquello que recibe una inmunizacién, por
lo tanto, est4 exento de ciertos problemas, trastornos, padecimientos, etc. La

vacuna de rotavirus puede prevenir medio millén de muertes de nifios al afio.
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3.7.1.4. No inmunizados
Personas que no han sido inmunizados, por diferentes cusas. Quienes se
encuentran expuestas a contraer las enfermedades que pueden ser

prevenibles gracias a la inmunizacién o aplicaciéon de vacunas.

3.7.1.5. Validez

La validez de una prueba diagndéstica, es el grado en que una prueba mide la
variable que se busca medir, utilizando un Gold estandar. Siendo la
sensibilidad y especificidad indicadores de la validez. Estos parametros
permiten cuantificar la capacidad de la prueba para clasificar correcta o
errbneamente a una persona, segun la presencia o ausencia de una

enfermedad.

e Sensibilidad
Es definida como la capacidad de una prueba para identificar correctamente
aquellos que tienen la enfermedad. Esta es igual al nUmero de sujetos con
un test positivo que tienen la enfermedad, dividido entre todos los
sujetos que tienen la enfermedad.

N Verdaderos positivos
Sensibilidad =

Verdaderos positivos + Falsos Negativos

e Especificidad

Es definida como la capacidad de una prueba para identificar aquellos que no
tienen la enfermedad, y es igual al nUmero de sujetos que resultan negativos
a la prueba y que no tienen la enfermedad, dividido entre el nimero de

personas que no tienen la enfermedad o estan sanos
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Verdaderos Negativos

E ificidad =
speciticida Verdaderos Negativos + Falsos Positivos

3.7.1.6. Confiabilidad

Capacidad de la prueba de obtener resultados comparables si se usa en
condiciones idénticas. Siendo el valor predictivo positivo y valor predictivo

indicadores de la fiabilidad.

Estos parametros permiten cuantificar la capacidad de la prueba para
clasificar correcta o errbneamente a una persona, segun la presencia o

ausencia de una enfermedad.

e Valor predictivo positivo (VPP):

Es la probabilidad que tiene un individuo de estar enfermo cuando el
resultado de la prueba es positiva, en otras palabras, es una probabilidad
condicionada a que un paciente que resulte positivo a la prueba, tenga la

enfermedad.

o Verdaderos Positivos
" Verdaderos Positivos + Falsos Positivos

e Valor predictivo negativo (VPN):

Contrariamente el valor predictivo negativo es la probabilidad de que un
individuo que obtenga un resultado negativo a la prueba, no presente la

enfermedad o esté sano.
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Eta probabilidad esta condicionada a que un sujeto con resultado negativo no
esté enfermo o esté sano. En otras palabras, es la probabilidad de que el

paciente no tenga la enfermedad frente a un resultado negativo de la prueba.

Verdaderos Negativos
VPN =

Verdaderos Negativos + Falsos Negativos

3.7.1.7. Concordancia

Es la probabilidad de que dos métodos de diagnostico posean la misma
caracteristica, o que uno de ellos tenga una caracteristica que haya sido
observada en el otro. En este estudio se utiliz6 el indice Kappa.

El coeficiente kappa refleja la concordancia inter-observador y puede ser
calculado en tablas de cualquier dimensién, siempre y cuando se contrasten
dos observadores.

El coeficiente kappa puede tomar valores entre -1 y +1. Mientras mas
cercano a +1, mayor es el grado de concordancia interobservador, por el
contrario, mientras mas cercano a -1, mayor es el grado de discordancia
inter-observador. Un valor de k= 0 refleja que la concordancia observada es
precisamente la que se espera a causa exclusivamente del azar.

El coeficiente kappa se construye en base a un cociente, el cual incluye en
su numerador la diferencia entre la sumatoria de las concordancias
observadas y la sumatoria de las concordancias atribuibles al azar, mientras
qgue su denominador incluye la diferencia entre el total de observaciones y la
sumatoria de las concordancias atribuibles al azar. En términos
conceptuales, la férmula del coeficiente kappa puede expresarse de la
siguiente forma:

[(X concordancias observadas) - (X con-

« = cordancias atribuibles al azar)]
[(total de observaciones) - (X concordan-

cias atribuibles al azar)]


https://definicion.de/probabilidad
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Valoracién del Indice Kappa

Valor de k Fuerza de la
concordancia
< 0.20 Pobre
0.21 - 0.40 Débil
0.41 - 0.60 Moderada
0.61 - 0.80 Buena
0.81 - 1.00 Muy buena

3.7.2. Operacionalizacion de variables
3.7.2.1. Operacionalizacion de variables del objetivo 1
Determinar la frecuencia de enfermedades diarreicas agudas, causadas por

rotavirus segun grupo etario y género en la poblacion de estudio.

INSTRUMENTO DE
DEFINICION
VARIABLE OPERACIONAL DIMENSION INDICADOR VALOR FINAL RECOLECCION /
SISTEMATIZACION

Numero de casos con

la enfermedad en un .

momento dado sobre porcentaje de

EDAD - positividad por
el total de poblacion edad

en ese momento por

edad

Ficha de recoleccion
de datos.

Frecuencia de consulta Muestras con
por diarrea causada por | positividad para
rotavirus rotavirus

Numero de casos con
la enfermedad en un .
momento dado sobre porcentaje de
SEXO . positividad por
el total de poblacion
Sexo
en ese momento por

Sexo.

Ficha de recoleccion
de datos.

3.7.2.2. Operacionalizacién de variables del objetivo 2

Identificar el porcentaje de positividad de rotavirus, segun esquema de

vacunacion.
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INSTRUMENTO DE
RECOLECCION /
SISTEMATIZACION

DEFINICION
OPERACIONAL

VARIABLE

DIMENSION

INDICADOR VALOR FINAL

Numero de casos

Positividad de )
confirmados para

rotavirus

Muestra con

1ray 2da dosis
positividad para y

seqtin rotavirus seadn Esquema de rotavirus en nifios 1ra dosi Ficha de recoleccion de
. . . ra dosis h
9 9 vacunacion inmunizados sobre datos. Entrevista
esquema de el esquema de
. . el total de casos ninguna
vacunacion vacunacion

sospechozos

3.7.2.3. Operacionalizacion de variables del objetivo 3

Demostrar la validez y confiabilidad de la prueba inmunocromatografico para

diagnostico de rotavirus en relacion al ELISA.

VARIABLE

DEFINICION

OPERACIONAL

DIMENSION

INDICADOR

VALOR FINAL

INSTRUMENTO DE
RECOLECCION /
SISTEMATIZACION

Validez de la
prueba ICT

presencia de la
enfermedad

Sensibilidad de la
prueba

Numero de casos
verdaderos positivos
sobre verdaderos
positivos mas falsos
negativos

Alta sensibilidad
baja sensibilidad

Ficha de recoleccion
de datos.

Ausencia de la
enfermedad

Especificidad de
la prueba

Numero de casos
verdaderos negativos
sobre verdaderos
negativos mas falsos
positivos

Alta sensibilidad
baja sensibilidad

Ficha de recoleccion
de datos.

seguridad de la

Numero de casos
verdaderos positivos

Presencia de la
enfermedad frente

Confiabilidad de | prueba en Valor predictivo Ficha de recoleccion
: " sobre verdaderos a un resultado
la prueba ICT presencia de la positivo o . de datos.
positivos mas falsos positivo de la
enfermedad o
positivos prueba

seguridad de la

numero de casos
verdaderos negativos

Ausencia de la
enfermedad frente

prueba en valor predictivo Ficha de recoleccion
A - sobre verdaderos a un resultado

ausencia de la Negativo . . de datos.

enfermedad negativos mas falsos negativo de la

negativos

“prueba

3.7.2.4. Operacionalizaciéon de variables del objetivo 4

Calcular el grado de concordancia entre el método inmunocromatografico y la

prueba de ELISA para diagnéstico de rotavirus.




VARIABLE

DEFINICION
OPERACIONAL

DIMENSION

INDICADOR

VALOR FINAL
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INSTRUMENTO DE
RECOLECCION /
SISTEMATIZACION

Concordancia
del metodo
inmunocromato
grafico con el
ELISA

Proporcion de
casos con
resultado similar

Positividad o
Negatividad de la
prueba ICT

Indice de
concordancia,

parael ICT y el
ELISA

Positividad o
Negatividad de la
prueba ELISA

resultados

reproducibilidad de los

Sin acuerdo
Insignificante
Mediano
Moderado

Sustancial
Casi perfecto

Ficha de recoleccion
de datos.

3.8. Recoleccion de datos, fuentes, técnicas e instrumentos

Para la recoleccion de datos se utilizaron las siguientes fuentes de

informacion, técnicas e instrumentos de recoleccidon de datos. una ficha de

recoleccion disefiada previamente producto de la Operacionalizacion de

variables:

Fuente de Informacion

Secundaria:

* Reportes de
Laboratorio

¢ Historias Clinicas

e Cuaderno de registros

del Laboratorio

Tecnica

Documental

Instrumento

Ficha de recoleccion
de datos

3.8.1 Metodologia

3.8.1.1 Recoleccién de muestras

En la recoleccion de muestras se cont6 con la colaboracion del personal de

enfermeria del servicio de pediatria, el personal del laboratorio del area de

parasitologia y toma de muestra a quienes se les informo de los objetivos y

proposito del estudio, importancia de la manipulacion individual de las

muestras, recoleccion de datos para la identificacion de las mismas y como
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conservarlas hasta el envié al Instituto de Biologia Molecular y Biotecnologia
(IBMB).

La toma de muestras de las heces fecales se realizd en recipientes
desechables de plastico, depositando la materia fecal recién emitida
directamente desde el pafial descartable puesto al revés para que no se
absorba, con la ayuda de un baja lengua se recolecto de 5 a 10 ml de heces
fecales, de preferencia sin signos de desecacion ni encostramiento. Cada
recipiente fue identificado con la fecha de toma de muestra, nombre del

paciente, edad, sexo y codigo asignado.

Las muestras fueron utilizadas tanto para el estudio de enteroparasitosis,

coprocultivo y diagnéstico de rotavirus por ICT en el laboratorio.

Figura 2. Procedimiento para la toma de heces de casos sospechosos
de diarrea por rotavirus en menores de 2 afos.

Remover la tapa -
Pafal puesto al reves

oy - 2

. — s

Introducir el bajalenguas 2 R Introducir el frasco herméticamente
Tapar el frasco e identificarlo
con 5 ml de heces en el cerrado en una bolsa de plastico
con etiqueta correspondiente S5 ; s
frasco y enviarlo inmediatamente al laboratorio

Fuente: Guia préactica para la Vigilancia Epidemiolégica de Diarreas causadas por
Rotavirus. OPS, 2007

3.8.1.2. Conservacion y transporte de la muestra

Una vez procesadas las muestras, estas fueron alicuotadas en dos frascos

de 10 ml, una para el laboratorio y la otra para su envié al IBMB. Cada
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recipiente fue identificado con el nombre del paciente, edad, sexo, fecha de
recoleccion de la muestra y cédigo asignado segun la hoja de recoleccion de

datos y cédigos para tabulacién. Anexo 1.

Hasta el momento de traslado al IBMB, las muestras fueron conservadas en
refrigeracion a — 20 C. El transporte de muestras desde lbuelo a La Paz se

realiz6 bajo refrigeracion controlada en recipientes hermeéticos.
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3.8.1.3. Detecciodn de rotavirus por inmunocromatografia (ICT
OneSite™Rotavirus Ag Rapid test)

De acuerdo con la metodologia sugerida por el fabricante, se introdujo con
un aplicador de madera en cada tubo previamente rotulado, una cantidad
suficiente de muestra fecal para obtener una dilucién aproximada de 4%
p/v. Para muestras liquidas, se tomaron aproximadamente 100 pl y se
afadieron al tubo que contenia la solucion tampoén. Luego se agitd para
homogeneizar la solucibn y se dej6 reposar de 1 a 2 minutos.
Seguidamente se afiadid la muestra diluida en la zona para la muestra en
el dispositivo de reaccion, se esper6 15 minutos para la lectura e
interpretacién de resultados, segun la intensidad del color de la reaccion

se obtuvieron resultados: positivo, débil positivo y muy débil positivo.

3.8.1.4. Control de calidad interno en la deteccion de rotavirus por

inmunocromatografia (ICT OneSite™Rotavirus Ag Rapid test).

La prueba contiene un control interno (banda C) la cual exhibe una banda de
color borgoia del inmunocomplejo de cabra anti IgG de raton/conjugados 1gG
— oro que se forma durante la corrida, la mezcla de conjugado va avanzando
por la membrana hasta la regién de control donde se han inmovilizado los
anticuerpos y siempre aparecerd una linea de color borgofia que se forma
independientemente del color en la banda T (linea de la muestra), 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.

Durante esta investigacion se utilizaron otros controles internos en cada
corrida como: la proteina viral VP6 presente en los rotavirus del grupo A,
obtenidos por biologia molecular la cual fue proporcionada por el IBMB. Asi
también se utilizé como control positivo la vacuna de virus vivo atenuado,
monovalente desarrollado a partir de una cepa de rotavirus de origen
humano (RIX4414), tratandose de una cepa G1P1A. Se atenua y desarrolla

utilizando clonacion y cultivo celular.
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Se utilizé la solucion Buffer del kit como control negativo. Obteniéndose una
buena reproducibilidad en todas las corridas tanto en el ICT como en el
ELISA.

3.9. Plan de anélisis estadistico
Se solicitdé permiso escrito para realizar la investigacion y para tener acceso a
la informacion requerida, obteniendo la autorizacion verbal y escrita se

procedi6 a la obtencion de datos de las fuentes mencionadas.

Se procedi6 posteriormente a la aplicacibn de los instrumentos de
recoleccibon de datos los cuales fueron tabulados en Excel y que
posteriormente se importaron al paquete estadistico Epidat (version 3.1)

donde fueron procesados.

Se utilizé la estadistica descriptiva, para la obtencion de medidas de
tendencia central que conllevan informacién respecto a valores en torno a los
que tienden a agruparse las variables estudiadas y medidas de dispersién

gue hacen referencia a la variedad o dispersién que muestran los datos.

Igualmente, en el analisis se emplearon valores de probabilidad matematica,
expresados como porcentaje que resulta de la multiplicacion de las
fracciones por cien. De esta forma se midié la probabilidad de ocurrencia de
los hechos investigados mediante un nimero entre cero y uno multiplicado
por 100. (Un hecho que no puede ocurrir tiene una probabilidad de cero, y un

evento cuya ocurrencia es segura tiene probabilidad de cien)

Se efectu6 pruebas de significacidbn estadistica, exigiendo nivel de
significacion a = 0,05 e incluyd el estudio de significacion en el analisis de
grupos de datos con proporciones independientes y con dos desviaciones
estdndar. Las variables analizadas fueron: Edad, sexo, sensibilidad,
especificidad, VPP y VPN.
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Asi mismo se usO el coeficiente kappa que refleja la concordancia inter-
observador y puede ser calculado en tablas de cualquier dimension, siempre
y cuando se contrasten dos observadores.

El coeficiente kappa puede tomar valores entre -1 y +1. Mientras mas
cercano a +1, mayor es el grado de concordancia interobservador, por el
contrario, mientras mas cercano a -1, mayor es el grado de discordancia
inter-observador. Un valor de k= 0 refleja que la concordancia observada es

precisamente la que se espera a causa exclusivamente del azar.

3.10. Aspectos éticos de lainvestigacion

El estudio ha sido aprobado por el comité cientifico docente asistencial del
hospital San Martin de Porres - Ibuelo y del instituto de biologia molecular —
La Paz.

Los requisitos éticos de una investigacion en salud se resumen en la
Declaracion de Helsinki(57) algunos de los cuales se incluyen en esta

investigacion:

o Mérito cientifico. El parrafo 21 de la DdH estipula que la investigacion
médica en seres humanos debe estar justificada por bases cientificas,
los pasos para la realizacion de esta tesis se basan en el método
cientifico que se reflejan en la secuencia de sus capitulos.

o Valor social. Uno de los requisitos mas polémicos de un proyecto de
investigacion meédica es que contribuya al bienestar de la sociedad. Los
resultados de la investigacién contribuiran al conocimiento de las
variables del problema y por lo tanto se contaran con mayores
posibilidades de un abordaje mas efectivo desde el sistema de salud
particularmente en enfermedades diarreicas agudas. Al finalizar la
investigacion, ésta se pondra a disposicion de la comunidad cientifica

en particular.
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Riesgos y beneficios. El riesgo es el potencial de un resultado adverso
(daio) por el nivel de estudio y por el tipo de disefio NO experimental
no existen riesgos para los sujetos de estudio. La tesis es de nivel
descriptivo correlacional, no se manipularon intencionalmente variables
de las unidades de investigacion sino mas bien el estudio se basé en
datos registrados durante un periodo anterior. Ademas, debido a que
se trata de un disefio retrospectivo, no existiran riesgos fisicos y/o
psicolégicos, tampoco potencial invasion de la privacidad, riesgo de
muerte y/o alteracion de la calidad de vida ni dafios a terceros.

Consentimiento informado. Al ser el presente estudio prospectivo, se
incluird la participacién directa de las pacientes, por tanto, requerira la
firma de un consentimiento informado, ademas para salvaguardar la
confidencialidad no figurara en la ficha de recolecciéon de datos los
nombres de las pacientes, lo que permitird la no identificacion del

mismo.
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CAPITULO IV

4, RESULTADOS
4.1 Presentacidon de resultados y analisis
Para la redaccion analisis y discusion de resultados se sistematizaron los

mismos por objetivo especifico.

4.1.1. Frecuencia de enfermedad diarreica aguda causada por rotavirus

Tabla 1. Frecuencia de enfermedades diarreicas agudas por rotavirus

Prueba Frecuencia Porcentaje
Negativo 206 76%
Positivo 66 24%

TOTAL 272 100%

Fuente: elaboracién propia

Grafical. Frecuencia de enfermedades diarreicas agudas
por rotavirus

80% 2o
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

24%

_

Positivo

Negativo

M Total 76% 24%

Fuente: elaboracion propia

Del total de nifios/as 272 (100%) a quienes se les realiz6 la determinacion de
inmunocromatografia para Rotavirus en el periodo de enero 2017 a agosto
2018, 66 resultaron positivos, lo que corresponde al 24 % y 206 fueron

negativos que representa el 76% del total de la poblacion en estudio. De las
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272 muestras analizadas la prevalencia de infeccion por rotavirus es del
24,3%.

Tabla 2. Frecuencia de enfermedades diarreicas agudas
por rotavirus, segun género.

GENERO
DIAGNOSTICO TOTAL
Masculino | Femenino
Positivo 40 26 66
Negativo 131 75 206
Total 171 101 272

Fuente: elaboracion propia

Grafico 2. Frecuencia de enfermedades diarreicas
agudas por rotavirus, segun género.
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Fuente: elaboracion propia

El presente grafico indica que de 66 casos positivos, 40 fueron del sexo

masculino representando el 15% y 26 fueron del sexo femenino
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correspondiendo al 9%. Lo que nos indica que el sexo masculino fue el mas

afectado

Tabla 3. Frecuencia de enfermedades diarreicas agudas
por rotavirus, segun grupo etareo.

Edad en meses Frecuencia Porcentaje
0-6 8 15%
7-12 38 54%
13-24 13 19%
25 - 36 4 7%
> 36 3 6%
TOTAL 66 100%

Fuente: elaboracién propia

Grafica 3. Frecuencia de enfermedades diarreicas agudas
por rotavirus, segln grupo etareo.
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La poblacién en estudio fue agrupada en 5 rangos de edad en meses (0-6, 7-
12, 13-24, 25-36 y > 36). El promedio de edad de los nifios estudiados en el
hospital de Ibuelo fue de 13.4 + 9.7 meses (intervalo de confianza del 95%,
IC95%= 12.2-14.7).
concentra en el rango de 7 a 24 meses de edad con un 73 %

El mayor porcentaje de la poblacion en estudio se

4.1.2. Positividad de rotavirus segun esquema de vacunacion.

Tabla 4. Positividad de rotavirus segun esquema de vacunacion

Esquema de vacunacion
Diagnostico _ Total
Primera Segunda .
: : Ninguna
dosis dosis
Positivo 3 35 28 66
Negativo 11 142 53 206
Total 14 177 81 272

Fuente: elaboracién propia

Grafico 4. Positividad de rotavirus, seglin esquema de vacunacioén
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De las 66 muestras positivas para rotavirus 35 nifios (53%), tienen el

esquema completo de inmunizacién, 3 nifios (5%) solo recibieron la primera

dosis y 28 nifios (42%) no recibié vacunas, por no encontrarse en el rango

de edad de aplicacion de la vacuna o por no portar con el carnet de vacunas,

en el momento de la toma de muestra.

4.1.3. Validez y confiabilidad de la prueba inmunocromatografica para

el diagnéstico de rotavirus en relacién al ELISA.

Tabla 5. Frecuencia de validez y confiabilidad de

Rotavirus segun la prueba ICT y ELISA

PRUEBA DE REFERENCIA ELISA

Fuente: elaboracion Epidat 3.1

Grafica 5. Porcentaje de validez de
ICTy ELISA
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De las 272 muestras analizadas por ambos métodos, 49% dieron positivo
para el método inmunocromatografico, viendose una denota diferencia por la
técnica ELISA ya que por este método uUnicamente el 24% resultaron

positivos.

Tabla 6. Sensibilidad y especificidad de la prueba
Inmunocromatografica

Validez Fabricante Estudio
Sensibilidad 100% 93,9%
Especificidad 97.,2% 66,5%

Fuente: elaboracién propia

Grafico 6. Sensibilidad y especificidad de la prueba
inmunocromatografica
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Fuente: elaboracion propia
De las 272 muestras estudiadas, 66 (24,2%) resultaron positivas para rotavirus
por las dos técnicas. La prueba inmunocromatografica dio 69 falsos positivos y
4 falsos negativos, frente al ELISA método de referencia. Por lo que La
sensibilidad y la especificidad del método inmunocromatografico respecto al
ELISA fue del 93,9% y del 66,5%, respectivamente, al comparar estos

resultados respecto a la relativa sensibilidad y especificidad del kit se observa



59

gue la especificidad del fabricante es del 97,2%, y sensibilidad del 100% son

altos en relacion al obtenido en el estudio.

Tabla 7. Confiabilidad de la prueba Inmunocromatografica

WP WP RAZON DE RAZON DE CERTEZA
VEROSIMILITUD | VEROSIMILITUD K
POSITIVA | NEGATIVO ) ) DIAGNOSTICA
47,3% 97,2% 2,8% 0,1% 73,2% 0.45

Fuente: elaboracion propia

De las 272 muestras estudiadas, 66 (24,2%) resultaron positivas para
rotavirus por las dos técnicas. La prueba inmunocromatografica dio 69 falsos
positivos y 4 falso negativo, frente al ELISA usado como método de
referencia. Los valores predictivos positivo (VPP) y negativo (VPN), fueron de
47,3% y 97,2% respectivamente. La razon de verosimilitud (+), nos indica
que un resultado por ICT positivo para rotavirus es 2,8 veces mas probable
en un paciente con EDA por rotavirus que un paciente sin EDA por rotavirus.
En cambio, la razon de verosimilitud (-), nos esta indicando que un resultado
por ICT negativo para rotavirus es mas probable en un paciente sin EDA por

rotavirus

4.1.4. Grado de concordancia entre el método ICT y la prueba ELISA.

Tabla 8. Concordancia de los métodos ICT y ELISA

ELISA
— : Total
Positivo | Negativo
Positivo 62 69 131
ICT
Negativo 4 137 141
Total 66 206 272

Fuente: elaboracion propia
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El indice Kappa indic6 que los resultados de deteccién de rotavirus por ICT y
ELISA fueron concordantes en el 453% (0,453) de los casos,
considerandose como una moderada concordancia. Se encontraron 69 falsos
positivos y 4 falsos negativos por el método ICT, que fueron positivos por el
ELISA.

4.2. Discusién

Una vez analizadas las 272 muestras se determind que 66 casos fueron
positivos, representando un 24%, con predominio del sexo masculino, en un
32%; concentrandose en el rango de 7 a 12 meses de edad con un 54% de

positividad. Estos datos encontrados coinciden con los siguientes estudios:

Estudios realizados en el Area de Pediatria del Hospital Verdi Cevallos Balda
de la provincia de Manabi en 2011 en donde se trabajé con una muestra de

69 nifios, de los cuales 10 fueron positivos con un porcentaje de 14,5%

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

rotavirus representando el 19,4%.

Otro estudio en cuba realizado, durante el periodo comprendido de marzo
2010 a febrero 2011, se realizé la deteccion de rotavirus a 88 muestras de
heces fecales de nifios menores de 5 afios con EDA, se obtuvo un 61.4 % de
positividad a rotavirus, encontrdndose una mayor prevalencia de rotavirus en
43,2 % en el grupo de 7-24 meses de edad. (41)

Durante el afio 2015 se realizd un estudio en el Hospital Aleman

Nicaraglense en nifios menores de 5 afios con diarrea aguda con sospecha
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de Rotavirus. De 139 pacientes de los cuales 21 pacientes dieron positivos
para rotavirus. La edad que predominé fueron los rangos de 4 a 11 meses y
de 12 a 23 meses con 31% (63 pacientes) respectivamente y en menor
cantidad de 1 a 3 meses con un 8% (17). Estos datos vincularon, con la
presencia de anticuerpos maternos que protegen a los menores de 3 meses.
El cuadro diarreico en ambos afos, se presentd en 56% de los nifios y 44%

de las nifias. El sexo que predominé fue el masculino. (47)

Este predominio a la mayor susceptibilidad en los varones a las infecciones
estda ligada al cromosoma X, ya que en él se encuentran los genes
responsables del control del nivel de las inmunoglobulinas, El cuadro
diarreico en ambos afios, se presentd en 56% de los nifios y 44% de las

nifas. El sexo que predomind fue el masculino. (47)

Una vez analizadas las 272 muestras se determin6 que de 57 casos positivos
28 pacientes recibieron el esquema completo de vacunacion y 29 paciente no
recibié vacunas por no encontrase en rango de edad de su aplicacion o
simplemente no contaban con la informacion. Datos que coinciden con
estudios realizados el afio 2015 en el Hospital Aleman Nicaragliense en
nifios menores de 5 afios con diarrea aguda con sospecha de Rotavirus. De
139 pacientes de los cuales 21 pacientes dieron positivos para rotavirus. El
esquema de inmunizacion de estos nifios se completé para Rotavirus en un
81% respectivamente, y el 4% no recibié vacunas, por no encontrarse en

rango de edad de su aplicacion. (47)

El 2012 en Santa Marta un estudio evidencia que el 44% de los participantes
positivos no fueron vacunados para rotavirus, mientras un 55% si recibieron
la vacuna. Siendo la mayoria vacunados con resultados positivos para

rotavirus. (52) Estos datos coinciden con los datos obtenidos en este estudio.
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Como indica Pertuz Mezaet.al. 2014, a pesar de la alta eficacia demostrada
de la vacuna contra la diarrea por rotavirus en los ensayos clinicos, hay una
continua necesidad de evaluar la efectividad administrada como parte de la
atencion clinica de rutina. Varios factores, incluyendo la entrega y
almacenamiento de vacunas, la edad en la que la reciben, el intervalo entre
las dosis, los genotipos de rotavirus naturales circulantes, y la inclusion de
nifios que puedan responder de manera diferente a la vacuna, podrian
reducir la efectividad de la vacuna cuando se administra en la poblacién. (52)
Lo cual explica por qué, en esta investigacion, hubo 28 nifios (49%)

vacunados pro a pesar de eso presentaron diarrea por rotavirus.

También Llama la atencion estudios donde se plantea la disminucién de la
efectividad de la vacuna, asocidndola a la coaplicaciéon de la vacuna de
poliomielitis y con la lactancia materna; planteandose la posibilidad de
anticuerpos neutralizantes de la lactancia materna en contra de Rotavirus,
son solamente estudios que requieren mas investigacion al respecto. 1gG e
IGA con altos titulos en el suero materno pueden ser transferidos a través de
la placenta y pueden inhibir la respuesta inmune de la vacuna de rotavirus.
(47)

La presente investigacion usando el OnSite™ Rotavirus Ag Rapid Test
prueba inmunocromatografica nos dio un 93.9 % de sensibilidad y 66.5 % de
especificidad utilizando el ELISA como técnica de referencia.

Sabiendo que so6lo en algunos casos de deteccion de antigenos virales en
heces, las pruebas ICT pueden ser catalogadas como semicuantitativas, al
estar la intensidad del color en la ventana de lectura en relacion con la carga
viral. (28)

El afio 2002 en la Universidad Estatal de Michigan, se realizd un estudio con

un total de 54 muestras diarreicas de heces fecales, que se utilizaron para
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evaluar el rendimiento de la prueba ICT-RV frente a ELISA y RT-PCR. Los
resultados de esta comparaciéon mostraron que la prueba ICT-RV tenia una
sensibilidad del 87% y una especificidad de 93,6%, un alto valor predictivo
positivo de mas del 90% y un alto valor predictivo negativo 90,6% con un
indice Kappa: 0,81. (36)

Los resultados encontrados en la investigacion realizada tienen una alta
sensibilidad en relacion a la especificidad, esto sin duda debera de tomarse
en cuenta lo que indica Hurtado 2012 las pequefas variaciones observadas
entre la sensibilidad y especificidad arrojadas por los diferentes métodos
inmunocromatograficos estudiados pudiera deberse a varios factores como,
la utilizacién de diferentes estandares de oro en los diversos trabajos, al
transporte y conservacion de la muestra, tiempo entre la recoleccién vy
procesamiento, calidad de los anticuerpos de captura y presencia en la
muestra de enzimas que degradan proteinas o acidos nucleicos, entre otros.
La sensibilidad y especificidad de una prueba inmunoldgica debe mantener
un nivel mayor del 90,0% para considerarse como buena. (43)

También se debera de considerar la subjetividad del observador en el
momento de la lectura del ICT, en aquellas pruebas donde la lectura del
resultado es apenas visible por lo que hoy en dia para evitar esta subjetividad

se tiene equipos que leen el resultado.

Concordancia para diagndstico de rotavirus del método
inmunocromatografico en relacion al ELISA: indice Kappa indicé que los
resultados de deteccion de rotavirus por ICT y ELISA fueron concordantes en
el 45,3% (0,453) de los casos, considerandose como una moderada
concordancia. Se encontraron 69 falsos positivos y 4 muestras rotavirus
positivas por ELISA que no fueron detectadas por el ICT. Este valor
encontrado de concordancia difiere del realizado el afio 2002 en la
Universidad Estatal de Michigan donde se evalu6 la prueba

inmunocromatografica frente al ELISA. Los resultados de esta comparacion
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mostraron que la prueba inmunocromatografica tenia una sensibilidad del
87% y una especificidad de 93,6%, un alto valor predictivo positivo de mas
del 90% y un alto valor predictivo negativo 90,6% con un indice Kappa: 0,81
que corresponde a una concordancia buena (36), o el estudio realizado en
Cuba donde el indice Kappa fue: 0,84 (43)
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CAPITULO V
CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Teniendo en cuenta que para el diagndstico individual se buscan
pruebas sensibles, podemos concluir que el método de ICT
puede ser utilizado como “screening” en el diagnodstico de
rotavirus, ya que posee muy buena sensibilidad, es simple,
rapido, no requiere de personal entrenado ni requiere de equipos
especiales, posibilitando un diagnostico en los servicios de urgencias,
permitiendo la hidratacibn inmediata de los pacientes, el
aislamiento de los infectados o portadores, evitando el uso

innecesario de antibiotico.

Si bien la especificidad encontrada en nuestro estudio es bajo, los
falsos positivos no constituyen un riesgo para el paciente, dado que el
tratamiento convencional de la gastroenteritis por rotavirus es la
rehidratacion y el restablecimiento del equilibrio hidroelectrolitico.
Para asegurar que una diarrea de origen bacteriano, que se dé
concomitantemente con un falso positivo, no quede sin cobertura
antibiética siempre que fuere necesaria, seria aconsejable realizar
ademas coprocultivos en los casos en que la clinica y el

Coproparasitologico del paciente asi lo ameriten.

Los resultados obtenidos permiten concluir que el método de
diagnéstico rapido ICT puede ser utilizado como alternativa para el
diagndstico rapido de rotavirus en heces, principalmente en zonas
rurales, pero que para una mayor precision sus resultados deberan

confirmarse por ELISA.
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5.2. Recomendaciones

* Promover la realizacibn de mas investigaciones de este tipo que den
una respuesta valida y confiable en el diagnéstico de EDA y de esta

manera ayudar al diagndstico clinico y la calidad de vida de los nifios.

* Proponer realizar estudios de los diferentes virus causantes de
diarreica aguda en la edad infantil con el proposito de tener una guia

de vigilancia epidemiolégica de los mismos.

* Proponer sistemas de vigilancia epidemiolégica multidisciplinaria, en
la zona de la presente investigacion asumiendo que el rotavirus esta
ligado a la falta de agua potable y alcantarillado é incrementado por la
convivencia con animales como medios de transmision de diferentes

genotipos de rotavirus que causan EDA

* Promover el continuo lavado de manos y uso adecuado de los EPP
(elementos de proteccidn personal)en el personal de salud y parientes

de los enfermos con EDA

* Promover el uso de pruebas rapidas en diagnéstico clinico de EDA
(virales) en los servicios en salud para el cumplimiento de normas con

el fin de disminuir el uso indiscriminado de antimicrobianos
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ANEXO 1

Ficha de recoleccion de datos y cédigos para tabulacion

INSTRUCCIONES/CODIGOS
N° Numero correlativo de registros
ID Codigo asignado para cada paciente
EDAD Anotar la edad en meses

1.- Femenino

SEXO
2.- Masculino
1ra Dosis
VACUNAS 2da Dosis
Ninguno
1.- Positivo
ICT
2.- Negativo
1.- Positivo
ELISA

2.- Negativo




ANEXO 2
BASE DE DATOS
N | copbigo | P20 fsexo | | 22 g | T ELISA | INDETER
1 LQ-68 1 F X Positivo Negativo Fp
2 LQ-173 | 22 M X X Positivo Positivo
3 LQ-65 36 F X X Positivo Positivo
4 LQ-152 6 M X X Negativo | Negativo
5 LQ-127 | 12 M X X Negativo | Negativo
6 LQ-80 15 M X X Positivo Negativo FP
7 LQ-156 | 24 M X Negativo | Negativo
8 LQ-160 5 F Negativo | Negativo
9 LQ-78 48 M Positivo | Negativo FP
10 LQ-24 18 M X Positivo Positivo
11 LQ-151 | 23 F Positivo Negativo Fp
12 LQ-54 36 M X Positivo Negativo FP
13 LQ-157 1 M X Positivo Negativo Fp
14 RM 3 27 M X X Negativo | Negativo
15 LQ - 161 24 F X X Negativo | Negativo
16 RM 5 22 F X X Negativo | Negativo
17 LQ-143 | 48 F X X Positivo Negativo FP
18 LQ-48 29 M X X Positivo Positivo
19 LQ-87 40 F X Negativo | Negativo
20 LQ-98 9 M X X Negativo | Negativo
21 LQ-159 | 12 M X Negativo | Negativo
22 LQ-103 | 14 M X X Positivo Positivo
23 LQ-167 6 F X X Positivo Negativo Fp
24 LQ-58 13 F X X Positivo Negativo FP
25 LQ-133 | 40 F X X Negativo | Negativo
26 LQ-142 | 22 M X X Negativo | Negativo
27 LQ-52 0 M X Negativo | Negativo
28 RM-2 14 F X X Negativo | Negativo
29 LQ-150 | 20 F X X Negativo | Negativo
30 LQ-116 | 7 F X Positivo | Negativo FP
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31 RM -4 7 F Positivo | Negativo FP
32 LQ-75 0 M Positivo | Negativo FP
33 LQ-109 | 14 M Positivo | Negativo FP
34 LQ-82 10 F Positivo | Positivo
35 LQ-132 | 6 M Positivo | Negativo FP
36 LQ-80 15 M Positivo | Negativo FP
37 LQ-79 13 F Negativo | Negativo
38 LQ-100 | 10 F Positivo | Negativo FP
39 LQ-250 9 M Negativo | Negativo
40 1297 6 M Negativo | Negativo
41 LQ-254 | 10 M Positivo | Negativo FP
42 1299 12 F Negativo | Negativo
43 LQ-252 | 3 F Positivo | Negativo FP
44 LQ-231 8 F Positivo | Negativo FP
45 1302 6 F Negativo | Negativo
46 LQ-248 | 24 F Positivo | Negativo FP
47 1304 12 M Negativo | Negativo
48 LQ-331 | 12 F Negativo | Negativo
49 1306 48 M Negativo | Negativo
50 1307 12 M Negativo | Negativo
51 LQ-235 | 12 F Positivo | Positivo
52 1309 9 M Negativo | Negativo
53 1310 6 M Positivo | Negativo FP
54 LQ-245 | 10 M Negativo | Negativo
55 1312 11 M Negativo | Negativo
56 LQ-237 | 19 F Negativo | Negativo
57 1314 12 | M Negativo | Negativo
58 1315 9 M Positivo | Negativo FP
59 LQ-236 | 2 M Negativo | Negativo
60 LQ-239 | 15 F Negativo | Negativo
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61 LQ-232 | 6 F Negativo | Negativo
62 1319 12 | M P | Positivo | Positivo
63 LQ-255 | 11 F Negativo | Negativo
64 1321 12 F P | Positivo | Positivo
65 1322 12 M X Negativo | Negativo
66 LQ-235 | 12 M Negativo | Negativo
67 1324 12 | M P | Positivo | Positivo
68 LQ-334 | 12 F Positivo | Positivo
69 1326 1 F Positivo | Positivo
70 1327 12 F Positivo | Positivo
71 LQ-290 | 12 F Negativo | Negativo
72 1329 12 | M P | Negativo | Positivo FN
73 LQ-260 | 12 M Positivo | Negativo FP
74 LQ-335 | 12 | M Positivo | Positivo
75 LQ-337 | 12 M Positivo | Positivo
76 1333 12 F X Negativo | Negativo
77 1334 9 M X Negativo Negativo
78 1335 12 F P Positivo Positivo
79 1336 9 M X Positivo | Negativo FP
80 1337 12 F P | Negativo | Positivo FN
81 1338 24 M P Positivo Positivo
82 1339 1 F P Positivo Positivo
83 LQ-333 | 2 M X Negativo | Negativo
84 LQ-322 | 14 | M Positivo | Positivo
85 LQ-298 | 19 | M P | Positivo | Positivo
86 LQ-287 | 11 M Negativo | Negativo
87 LQ-299 | 12 M Negativo | Negativo
88 LQ-337 | 12 M Negativo | Positivo FN
89 LQ-295 | 11 F X Negativo | Negativo
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90 LQ-326 | 6 M X X Positivo | Negativo Fp
91 LQ-288 | 10 M Negativo | Negativo
92 LQ-303 | 12 | M Positivo | Positivo
93 LQ-310 1 F Positivo | Negativo FP
94 LQ-316 | 19 M Negativo | Negativo
95 LQ-336 | 11 M X X Positivo | Negativo FP
96 LQ-318 | 10 F X X Positivo | Negativo FP
97 LQ-289 | 12 | M X X Negativo | Negativo
98 LQ-308 | 12 F X X Positivo | Positivo
99 LQ-2% | 3 F Positivo | Positivo
100 | LQ-306 | 27 | M Positivo | Positivo
101 | LQ-300 | 12 | M P P Positivo | Positivo
102 | LQ-331 | 19 F X X Negativo | Negativo
103 LQ - 291 1 M Negativo | Negativo
104 | LQ-292 | 9 F X X Positivo | Negativo FP
105 LQ-327 | 6 M P P Positivo | Positivo
106 LQ-294 | 12 | M Positivo | Positivo
107 LQ-207 | O M Positivo | Positivo
108 | LQ-330 | 30 | M P P Positivo | Positivo
109 | LQ-321 | 21 M X X Positivo | Negativo FP
110 | LQ-311 | 6 M P P Positivo | Positivo
111 LQ-309 | 18 F P P Positivo | Positivo
112 LQ-33 | 12 | M P P Positivo | Positivo
113 | LQ-304 | 12 | M Positivo | Positivo
114 | LQ-324 | 9 M P P Positivo | Positivo
115 LQ-320 | 52 F X X Negativo | Negativo
116 | LQ-328 | 41 M Positivo | Positivo
117 LQ-297 | 12 F P P Positivo | Positivo
118 | LQ-315 | 9 F Positivo | Positivo
119 LQ-317 | 4 F P P Positivo | Positivo
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120 LQ-290 | 12 F Negativo | Negativo
121 | LQ-335 | 12 | M Positivo | Positivo
122 LQ-312 8 M Positivo | Negativo FP
123 LQ-319 | 16 F Negativo | Negativo
124 | LQ-302 | 12 | M Positivo | Positivo
125 | LQ-332 | 24 | M Positivo | Positivo
126 | LQ-325 | 14 | M Positivo | Positivo
127 LQ-323 | 1 F Positivo | Positivo
128 LQ-313 5 F Positivo | Negativo FP
129 | LQ-301 | 12 F Positivo | Positivo
130 | LQ-305 | 11 F Positivo | Positivo
131 LQ-329 | 8 M Negativo | Negativo
132 LQ-314 7 M Negativo | Negativo
133 LQ-293 | 12 F Positivo | Positivo
134 | LQ-267 | 12 F Positivo | Negativo FP
135 LQ-268 | 3 F Positivo | Negativo FP
136 | LQ-269 | 5 M Positivo | Negativo FP
137 LQ-270 | 12 F Negativo | Negativo
138 LQ-2711 | 12 | M Negativo | Negativo
139 LQ-272 7 M Negativo | Negativo
140 LQ-273 | 13 F Negativo | Negativo
141 LQ-278 | 6 M Positivo | Negativo FP
142 LQ-279 | 23 M Negativo | Negativo
143 LQ-280 | 27 M Negativo | Negativo
144 LQ-281 | 15 M Negativo | Negativo
145 LQ-282 4 F Positivo | Negativo FP
146 LQ-283 | 13 F Negativo | Negativo
147 LQ-284 | 11 M Negativo | Negativo
148 LQ-285 | 11 M Positivo | Negativo FP
149 LQ-286 | 12 F Negativo | Negativo
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150 LQ-274 | 14 M Negativo | Negativo
151 LQ-275 | 2 M Negativo | Negativo
152 LQ-276 7 F Positivo | Negativo FP
153 LQ-277 1 F Negativo | Negativo
154 LQ-203 7 M Negativo | Negativo
155 LQ-206 | 12 F Negativo | Negativo
156 LQ-213 | 24 M Positivo | Negativo FP
157 LQ-216 | 6 F Negativo | Negativo
158 LQ-217 8 F Positivo | Negativo FP
159 LQ-218 9 M Positivo | Negativo FP
160 LQ-219 | 24 M Negativo | Negativo
161 LQ-220 | 4 M Positivo | Negativo FP
162 LQ-222 | 9 F Negativo | Negativo
163 LQ-223 | 5 M Negativo | Negativo
164 LQ - 224 8 M Negativo | Negativo
165 LQ-225 | 24 F Negativo | Negativo
166 LQ-228 9 F Negativo | Negativo
167 LQ-229 | 48 M Negativo | Negativo
168 LQ-231 | 8 F Positivo | Negativo FP
169 LQ-232 | 6 F Negativo | Negativo
170 LQ-233 7 M Negativo | Negativo
171 LQ-234 | 24 M Negativo | Negativo
172 LQ-235 | 12 F Negativo | Negativo
173 LQ-236 | 2 M Negativo | Negativo
174 LQ-237 | 19 F Negativo | Negativo
175 LQ-238 | 13 M Negativo | Negativo
176 LQ-239 | 15 F Negativo | Negativo
177 LQ- 240 9 M Positivo | Negativo FP
178 LQ-241 | 11 M Negativo | Negativo
179 LQ-242 | 12 M Negativo | Negativo
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180 LQ-243 | 10 M X X Negativo | Negativo
181 LQ-244 | 12 M X X Negativo | Negativo
182 LQ-245 | 22 M Negativo | Negativo
183 LQ-246 | 12 F X X Positivo | Negativo FP
184 | LQ-247 | 13 | M X X Negativo | Negativo
185 LQ-248 | 24 F X X Positivo | Negativo FP
186 LQ-249 | 24 F X X Positivo | Negativo FP
187 | LQ-250 | 9 M X X Negativo | Negativo
188 LQ - 251 2 F X Negativo | Negativo
189 LQ-252 | 3 M X Negativo | Negativo
190 LQ-253 | 12 F X X Positivo | Negativo FP
191 LQ-254 | 10 M X X Positivo | Negativo FP
192 | LQ-255 | 23 F X X Negativo | Negativo
193 LQ-256 | 4 M X Negativo | Negativo
194 LQ - 257 1 M Negativo | Negativo
195 LQ-259 | 24 F X X Positivo | Negativo FP
196 | LQ-258 | 18 | M X X Positivo | Negativo FP
197 LQ-260 | 12 | M X X Positivo | Negativo FP
198 | LQ-261 | 15 | M X X Negativo | Negativo
199 LQ-262 | 21 F X X Negativo | Negativo
200 LQ-263 | 21 M X Negativo | Negativo
201 LQ-265 | 18 F X X Negativo | Negativo
202 LQ-82 10 F P P Positivo | Positivo
203 LQ- 105 1 F Positivo | Negativo FP
204 | LQ-127 | 12 | M X X Negativo | Negativo
205 LQ-144 5 F X X Positivo | Negativo
206 | LQ-142 | 22 | M X X Negativo | Negativo
207 LQ-48 29 | M P P Negativo | Positivo FN
208 LQ-78 | 48 | M P P Positivo | Positivo
209 | LQ-50 7 F X X Positivo | Negativo FP
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210 LQ-174 | 8 M Positivo | Negativo FP
211 LQ-172 | 11 F Positivo | Negativo FP
212 LQ-156 | 24 M Negativo | Negativo
213 LQ-132 6 M Negativo | Negativo
214 LQ- 157 1 M Positivo | Negativo FP
215 LQ-195 | 16 M Negativo | Negativo
216 LQ-160 | 41 F Negativo | Negativo
217 LQ-183 | 19 M Negativo | Negativo
218 LQ-19 | 20 M Negativo | Negativo
219 1065 1 M Positivo | Positivo
220 1067 0 M Positivo | Positivo
221 1068 35 F Positivo | Positivo
222 1070 48 M Positivo | Positivo
223 LQ-193 7 F Negativo | Negativo
224 LQ-185 | 17 F Negativo | Negativo
225 LQ-184 | 9 M Negativo | Negativo
226 LQ-182 | 12 M Negativo | Negativo
227 LQ-194 | 8 M Negativo | Negativo
228 LQ-159 | 12 M Negativo | Negativo
229 LQ-76 0 M Positivo | Positivo
230 LQ-83 10 F Positivo | Negativo FP
231 LQ-37 10 F Negativo | Negativo
232 LQ-44 2 F Negativo | Negativo
233 LQ-48 29 | M Negativo | Negativo
234 1071 0 M Positivo | Positivo
235 1068 35 F Negativo | Negativo
236 1397 Negativo | Negativo
237 1399 Positivo Negativo FP
238 1404 Positivo Negativo Fp
239 1392 Positivo Negativo Fp
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240 1394 Positivo | Negativo FP
241 1264 12 M Positivo | Negativo FP
242 1265 3 F Positivo | Negativo FP
243 1266 5 Positivo Negativo FP
244 1267 12 F Negativo | Negativo
245 1268 12 M Negativo | Negativo
246 1269 7 M Negativo | Negativo
247 1270 13 F Negativo | Negativo
248 1271 6 M Positivo | Negativo FP
249 1272 11 M Negativo | Negativo
250 1063 48 M Positivo | Positivo
251 1062 36 F Positivo | Positivo
252 1061 48 M Positivo Positivo
253 1060 24 F Positivo Positivo
254 1059 49 M Positivo Positivo
255 1058 0 F Positivo Positivo
256 1074 0 F Negativo | Negativo
257 1075 48 M Positivo Positivo
258 1076 13 F Positivo Negativo FP
259 1077 15 M Positivo Negativo FP
260 1078 12 | ™M Positivo | Positivo
261 1018 5 M Negativo | Negativo
262 1008 23 | M Negativo | Negativo
263 1009 37 F Negativo | Negativo
264 1010 39 F Negativo | Negativo
265 1011 44 | M Negativo | Negativo
266 1012 54 F Negativo | Negativo
267 1013 20 F Negativo | Negativo
268 1014 12 | ™M Negativo | Negativo
269 1015 48 | M Negativo | Negativo
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270 1016 52 = Negativo | Negativo
271 1017 18 M Negativo | Negativo
272 1019 36 M Negativo | Negativo

84



85

ANEXO 3
REGISTRO GRAFICO DE LABORATORIO
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