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RESUMEN

La deteccion del Rotavirus es importante, porque es un agente patdégeno que
ataca principalmente a los nifios en edad temprana causando cuadros diarreicos,
éstos ocupan el segundo lugar a nivel mundial como causa de enfermedad y de
muerte. Es importante que se tenga en consideracién que este virus puede ser

agente causal de gastroenteritis.

En este trabajo se hace un estudio en lactantes menores de dos afios con
cuadros diarreicos, para diferenciar si la infeccidén es producida por bacterias o por
Rotavirus. Se hicieron estudios de coprocultivo para el caso de bacterias y para el
caso de Rotavirus se realizé un método inmunoenzimatico.

Esta investigacién se llevd a cabo en el Hospital Central Ignacio Morones
Prieto de la ciudad de San Luis Potosi, en 95 nifios. Sus edades oscilaron de 1 a 24
meses, de los cuales 64 fueron hospitalizados y 31 fueron pacientes ambulatorios.

La muestra biol6gica utilizada fue materia fecal (sin conservador) desde que
se establecio su diagnostico diarreico. La muestra se procesé para la
determinacion de bacterias patdgenas por coprocultivo para la Shigella, Salmonella,
Proteus, Escherichia coli enteropatdgena y para la deteccién del Rotavirus se aplicé
el método Rotazyme de laboratorios Abbot, el cual es un método inmunoenzimaético
de las técnicas de ELISA, donde se utiliza para la medicion un espectofotometro de
doble longitud de onda Quantum I. '

Ademas se comparé la presencia de vomito y deshidratacion; tipo de alimentacién,
ya sea por biberén o seno materno a los lactantes; la presencia de fiebre, tomando
como referencia la temperatura corporal, asi como sintomas respiratorios
(neumonia, rinitis) y la influencia de las estaciones del afio en los casos de diarrea.



El vémito se presentd mas frecuentemente en los casos con Rotavirus
positivo que en caso de bacteria positivo. La temperatura corporal se valoré desde
37.5° a 40° C. En el caso de infeccidon por bacterias la temperatura corporal
promedio fue de 38.2° C; para el caso de Rotavirus positivo el promedio fue
38.6°C. Se observaron temperaturas mas altas en el caso de Rotavirus positivo que

por causa bacteriana.

En el tipo de alimentacién al lactante ya sea por biberén o seno materno y su
efecto en los cuadros diarreicos, el 56 % de los nifios que fueron alimentados con
seno materno dieron resultados negativos para el Rotavirus y también para las
bacterias.

La deshidratacién se present6 tanto en los cuadros diarreicos por bacterias
como por el Rotavirus. En los sintomas respiratorios fue mas frecuente la rinitis en
los casos de Rotavirus positivo, que en los casos positivo a bacterias.

Se observo mas frecuencia de diarrea por bacterias en otofio y en verano mas
diarrea por Rotavirus.

Por lo anterior se concluye que hay mayor frecuencia de sintomas como
rinitis, vomito, temperaturas corporales mas altas en los casos de diarrea por
Rotavirus que por bacterias y la alimentaciéon del nifio por seno materno tiende a
protegerlo de los cuadros diarreicos.

Dada la importancia de las diarreas en los nifios menores de dos afios y la
repercusion que en ellos representa, se requiere de estudios mas amplios para
evaluar el diagnostico enteral y asi poder dar un tratamiento adecuado para el
agente patogeno causal de la diarrea.



.- INTRODUCCION
A.- ANTECEDENTES

La importancia de las diarreas agudas en la infancia es porque estad
relacionada con la alta morbilidad y mortalidad durante la edad pediatrica; las
diarreas ocupan el segundo lugar a nivel mundial como causa de enfermedad y de
muerte. El grupo mas afectado es el de los lactantes, seguido por los preescolares y
los escolares (7).

Solamente en los dltimos 14 afios se han confirmado las sospechas que
muchas de las diarreas en los nifios son de origen viral. Desde 1945 se sabia que era
posible inducir diarrea en voluntarios con heces de pacientes con enteritis,
previamente filtradas para eliminar las bacterias (2).

Posteriormente se demostrd que €l agente en estos filtrados no podia ser una
toxina pues era posible pasarlos sucesivamente por lo menos siete veces de un
voluntario a otro (3).

Los numerosos intentos subsiguientes, realizados a lo largo de veinte afios,
para aislar algun virus que causara diarrea no tuvieron éxito alguno; la falta de éxito
en estos intentos se debi6 probablemente a que en todos ellos se trataba de
identificar los posibles virus por su efecto de daifio celular en cultivos de células. La
identificacion exitosa de virus causantes de diarrea no se logré hasta 1972 cuando se
observaron directamente al microscopio electrénico en biopsias o en las heces, ya
que todos estos virus son muy dificiles de crecer en cultivos de células sin una previa
y laboriosa adaptacion.

La microscopia electrénica directa es desde entonces la forma general que
permite detectar los diversos virus que han sido asociados en los ultimos afios a una

diarrea.

pdgina 1



Actualmente no existe un numero suficiente de estudios para dar una
estimacion general de la frecuencia en que se encuentra cada uno de los virus en los
casos de diarrea. Ademas la proporcién en que se encuentran ha variado de acuerdo
a la regién y la temporada. Soélo es posible afirmar que el agente viral de diarrea
mas comun en los nifios es el Rotavirus (7).

El concepto de diarrea fue expresado por Hipdcrates (460-377 a.C.)
"Evacuaciones que son muy acuosas o blancas o verdes, o muy rojas o espumosas,
son todas malas. Es también mala cuando la defecacion es escasa y viscosa, o
blanca o verdosa, o suave; pero todavia mds mortales parecen las que son negras o
grasosas o liquidas o muy verdosas o fétidas", este concepto prevalece hoy dia (4).

Al referirse a la diarrea como sintoma puede decirse que es €l aumento subito
en el nimero de las evacuaciones, acompafiadas de una reduccién de su consistencia,

asi como de un incremento anormal en las heces de sangre, moco o pus (4).

Cientificos australianos (Bishop y colaboradores) con la ayuda del
microscopio electrénico observaron la mucosa duodenal de nueve nifios con diarrea
aguda no bacteriana; las células epiteliales de la mucosa duodenal observadas
mostraron anormalidades histoloégicas con disminucién de la absorcion de los
disacaridos.  Histologia similar se habia observado en adultos voluntarios con

gastroenteritis, que habian ingerido filtrado de excremento que contenian particulas
virales. (6-8, 13).

En 1969 Mebus y colaboradores reportaron la produccion experimental de
diarrea en terneritas privadas de calostro, inoculdndolas por via oral con materia
fecal libre de bacterias. Flewet observé que particulas virales similares habian sido
descubiertas en heces de nifios en Nebraska y Berkshire (35, 9, 10).

pdgina 2



El Rotavirus del humano es morfoldgicamente similar y comparte ciertos
antigenos con el Rotavirus de animales. Empleando pruebas de fijacion de
complemento se ha visto que se encuentra claramente relacionado con cuatro virus
de Nebraska que produce la diarrea de las terneras (NCDV), el virus que produce
diarrea en ratones lactantes (EDIM), el virus de simios (SA-II) y el agente Offal (O)
de carneros y terneras.

B.- MORFOLOGIA

El nombre de estos virus deriva del latin “Rota” (rueda) y adaptado
oficialmente para este género fue sugerido originalmente por Flewet. Ya que al
observar al microscopio electronico preparaciones por tincién negativa, las
particulas aparecen conformadas por dos capas y las subunidades de la capa interna
se aprecian como rayos que sostienen un delgado aro constituido por la capa externa.
Esta capa externa se pierde facilmente, y en las preparaciones obtenidas de las heces
de nifios con diarrea, se observa una alta proporcion de particulas "rugosas” con las
subunidades de la capa interna descubiertas. Su genoma se forma de 11 segmentos
de ARN de doble cadena (3, 9, 14, 16, 17) (Fig. No. 1).

El didmetro de los viriones es de 60 a 70 nm. Por su forma y composicioén
los Rotavirus, han sido clasificados como un género aparte dentro de la familia
Reoviridae en la que se encuentran otros dos géneros importantes de virus de
vertebrados: los Reovirus y los Orbivirus.

Con el microscopio electrénico se pueden distinguir en heces diarreicas dos
tipos de particulas redondas: viriones "lisos" 0 completos de doble céapside, de 70 nm
de didmetro y particulas "rugosas" o incompletas de capside simple, de 60 a 65 nm
de diametro.
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Los Rotavirus son muy resistentes a altas temperaturas, pH acido, solventes
de lipidos y detergentes no idnicos. El cloro es relativamente ineficaz como
inactivador de los Rotavirus, mientras que el etanol al 70 % o mas es muy eficaz.

Originalmente se creyé¢ que todos los Rotavirus conocidos poseian un
antigeno comun de grupo, o sea cualquier Rotavirus examinado reaccionaba con los
anticuerpos contra otros Rotavirus. Sin embargo en los dltimos afios se ha
acumulado evidencia que indica que varias cepas de Rotavirus que infectan humanos
y también animales, a veces pueden no compartir este antigeno comun. Estos
Rotavirus dan por lo tanto, reaccién negativa con los diagndsticos basados en la
deteccion del antigeno, comunmente empleados (15) .

C.- COMPOSICION Y BIOLOGIA MOLECULAR DE LOS
ROTAVIRUS

Los Rotavirus estan conformados por cinco clases de proteinas, dos de ellas
(VP3 y VP7) conforman la capa externa y tienen un papel fundamental en la
infeccion (Fig. 1) (17- 20).

Una de ellas, VP7, parece ser responsable de la adsorcién del virus a la célula;
la otra, VP3, funcionaria en la penetracién del virus y requiere para su funcién ser
activada por un corte especifico con tripsina. Una vez en el interior de la célula, los
11 genes del virus, constituidos por 11 moléculas de tRNA, se activan produciendo
las cinco clases de proteinas que conforman el virus y otras seis que son necesarias
para su produccidn, finalmente las 11 moléculas de tRNA y las distintas proteinas se
van ensamblando, en un proceso complicado y poco entendido, cargando las células
de particulas virales hasta destruirlas. Estas células desprenden nuevos virus que
infectardn otras células de tejido provocando daiio.
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Los Rotavirus se pueden distinguir por su anélisis electroforético, para ver la
conformacion de su genoma. Por electroforesis en gel de poliacrilamida los cédigos
son asignados como sigue: los polipéptidos de la capa interna VP1, VP2 y VP6
fueron asignados a segmentos 1, 2 y 6, la mayor parte de los polipéptidos de la capa
externa VP3 y VP7 fueron asignados a segmentos 4 y 9. Segmentos 5, 7y 8
codifican para los polipéptidos no estructurales con pesos moleculares de 53 000,
34000 y de 35 000, el segmento 10 codifica para un polipéptido con un peso
molecular de 20 000 el cual es el precursor de un polipéptido no estructural con un
peso molecular de 29 000 y el segmento 11 codifica para un polipéptido con un peso

molecular de 26 000 el cual puede ser el precursor de un polipéptido menor VP9 de
la capa externa.

MORFOLOGIA DEL ROTAVIRUS
ASIGNAMIENTOS DE LA CODIFICACION DEL GENE

Segmentos
de {RNA

VP3

Neutralizacion (serotipo)
Hemaglutinacion
Virulencia

VP6

Antigenos comunes
Antigenos de subgrupo

VP7

Neutralizacién (Serotipo)
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D.- CLASIFICACION

Los Rotavirus se clasifican en funcién a pruebas inmunolégicas. Si
responden a pruebas de fijacion de complemento, Elisa e inmunoadherencia, se les
divide en subgrupos, la especificidad de codificacion fue encontrada en el segmento
6 del virus. Los subgrupos se designan con numeros romanos, ejemplo: I, II, etc.

Si se valoran anticuerpos neutralizantes, se les clasifica en serotipos, la
capacidad de esta respuesta fue encontrada en el noveno segmento del virus. Se
designan con numeros arabigos, ejemplo: 1,2,3.4.

E.- PATOLOGIA

Los Rotavirus son transmitidos por la ruta fecal-oral y después de un periodo
de incubacién de 24 a 48 horas producen una diarrea abundante. Durante este
tiempo el nifio excreta alrededor de diez millones de particulas virales por gramo de
heces.

La diarrea por Rotavirus estudiada en el lechon infectado es el resultado de la
infeccién en el yeyuno, lugar en el que el virus se multiplica destruyendo los
enterocitos (25-27).

Biopsias realizadas en nifios enfermos indican alteraciones funcionales de las
células epiteliales que cubren las vellosidades del intestino delgado. El transporte
de sodio acoplado a glucosa es dafiado y por lo tanto la absorciéon de agua es
disminuida, también se encuentran disminuidas la absorcion de disacaridos (maltosa,
sacarosa y lactosa) (Fig. 2).
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Digestion Luminal.- La digestion luminal de carbohidratos y proteinas
iniciada por accién del jugo gastrico y de las enzimas pancreéticas finaliza en el
borde en cepillo de la superficie del enterocito, donde se completa la digestién de
fracciones proteicas y de disacaridos por accion de las alfa glucosidasas, beta
galactosidasas y hexopeptidasas, para dar lugar a monosacaridos y aminoacidos
como productos finales de la digestion.

La estructura cripta-vellosidad se puede considerar como la unidad funcional
del intestino delgado. Se encuentra formada por un epitelio de células altamente
especializadas, tejido cojuntivo y células inmunocompetentes. Las funciones de esta
estructura juegan un papel determinante en los fendmenos de nutricion del
organismo, ya que de manera simultinea se realiza la "digestion terminal” y la
absorcion de los productos terminales. Esta estructura multicelular se encuentra en
transformacién constante, pues tiene un recambio celular acelerado y sufre
modificaciones funcionales, que pueden considerarse de "maduracién"”, durante la
emigracién de los enterocitos del fondo de la cripta a la punta de la vellosidad.

En un lapso aproximado de 72 hrs., c€lulas indiferenciadas se transforman en
células absortivas capaces de producir una gran variedad de enzimas;
simultineamente se modifica el nimero y la bioquimica de los receptores presentes
en la membrana apical, lo que hace que las posibilidades de interaccién con
proteinas exdégenas (alimentarias, hormonas, toxinas, etc.) sean totalmente diferentes
para las células cripticas que para las células absortivas maduras.

Las células columnares, caliciformes y enterocromafines presentan un
proceso de maduracion y diferenciacién durante su emigracién de la cripta a la
vellosidad. Lo que se produce en el lapso de 3-4 dias, las células Paneth no llevan a
cabo este proceso de maduracidn-emigracion y permanecen en la base de las criptas.
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Todas estas c€lulas de la empalizada cripta~vellosidad tienen un origen
comtin; la célula columnar indiferenciada de la base de la cripta que funciona como
una célula madre que tiene la capacidad de originar a todos los tipos de enterocitos
mencionados (70).

En la cara luminal de la membrana apical existe una estructura fibrilar de
glucoproteinas y agua denominada glucocéliz, en el que se embebe el liquido
intestinal, se realiza la digestion terminal de carbohidratos y proteinas por accién de
las enzima presentes en el borde en cepillo. Las disacaridasas actilan sobre la
lactosa, sacarosa, maltosa ¢ isomaltosa, dando como productos finales glucosa,
galactosa y fructosa. Las peptidasas del borde en cepillo completan la digestién de
diversos péptidos dando lugar a aminoécidos.

Después de terminada la digestion de los alimentos, los nutrimientos liberados
deben ser absorbidos, es decir transportados desde la luz del intestino hasta la
sangre, como paso previo a su metabolismo. La membrana del enterocito regula ese
transporte mediante mecanismos de difusién pasiva o facilitada y de transporte
activo. El agua no se absorbe si no se absorben solutos (70).

Como el Rotavirus se multiplica destruyendo los enterocitos el mal
funcionamiento de éstos se explica por el desprendimiento y aplastamiento de las
células epiteliales de las vellosidades que producen un acortamiento y
desnudamiento de estas 1ltimas, se puede observar la cisterna del reticulo
endoplasmico fuertemente dilatada (24, 28, 29).

Por lo anterior se produce la diarrea y desnutriciébn en la infeccién por
Rotavirus.
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PATOLOGIA EN LA VELLOSIDAD INTESTINAL POR LO QUE
SE VE AFECTADA LA ABSORCION DE SOLUTOS

»

VELLOSIDAD NORMAL
INTESTINAL

ZONA DE RECAMBIO
GLUCOCALIZ s CELULAR

Disacaridasas
Endopeptidasas

Enterocinasa .
Fostatasa alcalina .. o e g EPITELIO
ATPasa : v =l VELLOSO

Tagr
+ e
* *e .

LD T S ST
/[..-' n_-__,_..-... ,._} *h e
.

VELLOSIDAD INFECTADA

No hay células maduras
No hay presencia de la Glucocaliz
por lo que no hay absorcién

Figura No. 2
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F.- PREVENCION

Dentro de las medidas de prevencioén para la infeccién por el Rotavirus esta
la alimentacién al seno materno que es una practica tradicional de alimentacion, ya
que al suministrar al recién nacido el calostro previene la enfermedad diarreica
neonatal. Estudios en animales han demostrado que el calostro usualmente contiene
anticuerpos especificos del Rotavirus y previene la enfermedad por Rotavirus en
neonatos (30, 33).

También se ha conocido por muchos aifios que los nifios alimentados de seno
materno son menos propensos para contraer la gastroenteritis que los nifios
alimentados de biberon. Se han citado datos demostrativos que nifios alimentados
por seno materno en cuneros o guarderias endémicas para Rotavirus eran menos
propensos a infectarse, y si se enfermaban era menor la infeccién y excretaban
menos virus que los alimentados por biberén (32).

El calostro humano y la leche humana son capaces de neutralizar al Rotavirus
in vitro (34, 335).

Los anticuerpos especificos al Rotavirus estin presentes en leche y calostro.
Datos preliminares han demostrado que la IgM sérica es especifica en la respuesta
primaria a la infeccion, seguida de IgG. Un grupo demostré este anticuerpo
especifico al Rotavirus, que esta presente en las heces de los nifios alimentados al
seno materno.

Los niveles de IgA especificas para el Rotavirus en leche estdn elevados
inmediatamente en el posparto y caen al quinto dia, como lo hacen los niveles de
IgG especificas para el Rotavirus, el anticuerpo a Rotavirus en leche humana se ha
detectado por tanto tiempo como 9 meses de lactaciéon (36, 37).
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G.- MANIFESTACIONES CLINICAS

Por la infeccién de Rotavirus son: inicio sibito de diarrea, fiebre, vomito con
deshidratacion en 24 a 48 hrs, se presentan evacuaciones liquidas, las cuales
ocasionalmente contienen moco; éstas persisten por cuatro a cinco dias. El paciente
mejora en forma progresiva y en 10 a 14 dias se mejora por completo, algunos nifios
cursan con diarrea crénica como consecuencia de deficiencia de disacaridos; puede
cursar asociado a un cuadro de vias respiratorias superiores o inferiores. La diarrea
por causa de Rotavirus la asocian con 20 a 60 % de los casos que ameritan
hospitalizacion (38, 39).

H.- TRATAMIENTO

En una diarrea con deshidratacién severa y una diarrea en un lactante menor
de 3 meses, obligan a observar una actitud vigilante y a indicar hospitalizacion ante
la menor duda. El objetivo del tratamiento consiste en asegurar rdpidamente la
correccion de la depresién hidroelectrolitica y mantener un estado nutricional
correcto.

Tratamiento de hidratacién por via oral.- La aparicién y la utilizacién
muy extendida de las soluciones de rehidratacién, ampliamente proporcionadas por
las campaiias de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), constituyen uno de los
progresos terapéuticos mas importantes a escala mundial sobre la morbilidad y la
mortalidad de las diarreas agudas infantiles.

Las bases fisiopatolégicas de la eficacia de estas soluciones se basan
esencialmente en la capacidad residual de absorciéon del intestino que resulta
suficiente para restablecer el equilibrio hidroelectrolitico, parcialmente gracias al
transporte asociado glucosa-alanina-sodio.
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La Sociedad de Gastroenterologia de Pediatria Europea aconseja para los
paises templados: 60 mmol/L de Na, 74-111-mmol/L. de glucosa, 20 mmol/L de K,
10 mmol/L de citratos y una osmolaridad de 200-250 mOsm/L.

El aporte de glucosa esta limitado por la osmolaridad de la solucidn,
idealmente inferior a 300 mOsm/L.. La utilizacién de soluciones que aporten menos

de 40 mmol/L de sodio puede conducir a una hiponatremia.

.- INCIDENCIA

La gastroenteritis por Rotavirus es generalmente una enfermedad de recién
nacidos y menores de cinco afios y tiene una distribucién mundial. La frecuencia de
infecciones por Rotavirus va del 20 hasta el 50 % de los casos de gastroenteritis y el
porcentaje mas alto se encuentra entre los grupos de nifios de 6 a 24 meses, con un
pico de incidencia de los 9 meses a los 12 meses (1, 40, 41).

Los datos de estudios obtenidos en poblaciones abiertas son muy escasas y de
acuerdo con la informacién en diferentes partes del mundo, la frecuencia de
Rotavirus en comunidades que presentan casos de diarrea es de aproximadamente 10
a 25 %. Resultados similares se han encontrado en poblaciones de la Republica
Mexicana (42, 43).

Es comitn la infeccion generalmente leve o asintomdtica en contacto con los
nifios de los hermanos mayores y los adultos que estan en contacto con los nifios
infectados por Rotavirus.

Se han notificado brotes esporadicos de diarrea grave causada por Rotavirus
en adultos y en ancianos que se encontraban hospitalizados. En estos pacientes la
gastroenteritis puede ser signo de disminucién de la inmunidad (7).
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Es posible que los adultos actiien como reservorios de la infeccion y que los
Rotavirus circulen en la comunidad sin producir sintomas. Investigaciones
recientes sefialan que los individuos que han sufrido infecciones con un serotipo

determinado no quedan protegidos contra otro serotipo.

J.- VARIACIONES ESTACIONALES

La distribucién estacionaria en los paises desarrollados con clima templado
presenta un pico caracteristico durante los meses més frios. @ En Washington,
durante el mes de enero, ¢l 71 % de los nifios afectados de gastroenteritis excretaron
Rotavirus. En Japén el 79 % de nifios afectados de gastroenteritis fue de diciembre
a marzo. La infeccidén se observa todo el afio en Sudafrica; durante el verano en
Taiwan; durante las lluvias en Etiopia; todo el aiio en los climas tropicales con un
pequeiio pico en los meses mas frios. La influencia de la temperatura y de la
humedad relativa ha sido estudiada en Japodn, la infeccion aparecia bruscamente
cuando una temperatura inferior a 5° C se prolongaba durante mas de 10 dias
consecutivos (44, 45).

K.- INMUNIZACION

Basados en los reportes sobre la elevada morbilidad y la posible alta
mortalidad de casos con gastroenteritis por Rotavirus, especialmente en paises en
proceso de desarrollo, existe gran interés en producir una vacuna.

El desarrollo de una vacuna para el hombre incluye el encontrar una cepa
atenuada de Rotavirus que desarrolle anticuerpos tanto de tipo entérico (IgA)
secretoria como en suero (IgG) después de su administracion.
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Se esta tratando de solucionar el problema de la dificultad en el cultivo del
Rotavirus humano empleando un Rotavirus heterélogo que proporcione proteccion
cruzada contra la infecciéon por Rotavirus humano. En Finlandia se ha producido
una vacuna oral con una cepa de Rotavirus de bovino vivo para evaluar su
inmunogenicidad en el humano: los resultados obtenidos son alentadores (49-51).

El desarrollo de programas de vacunacion debera plantearse después de
conocer mejor la epidemiologia de los Rotavirus y las diferencias geograficas de los
diferentes subtipos.

L.- TECNICAS PARA DETECCION DE LOS ROTAVIRUS.

Microscopia electrénica, Inmunoelectroforesis, Fijacion de Complemento,
Inmunoflorescencia, Radioinmunoanalisis.

M.- OTROS GRUPOS DE VIRUS CAUSANTES DE DIARREA

Coronavirus.- A pesar de estar bien comprobado que los coronavirus producen
diarreas severas en los animales, hasta ahora no ha sido posible demostrar la
existencia de cepas claramente patégenas en humanos.

Adenovirus.- Sélo los serotipos 40 y 41 pueden causar diarrea. La mayoria de los
otros producen sintomatologia respiratoria, pero, como alin en estos casos pueden ser
excretados en las heces, para conocer la epidemiologia de los serotipos 40 y 41 se
deben realizar ademas de la microscopia, técnicas relativamente mas dificiles, que
permitan determinar el serotipo del adenovirus observado. Los reactivos necesarios
para esta tipificacion son aun dificiles de obtener (7).
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Virus Fecales Pequefios.- El examen al microscopio electrénico de las heces de
nifios con diarrea ha permitido observar una serie de virus mas o menos redondos
con didmetros de 20 a 40 nm. En base a la estructura de estas particulas a veces es
muy dificil de observar, se ha propuesto dividirlo en dos grupos principales:
estructurados y no estructurados. Entre los virus estructurados se encuentran los

grupos que recibieron mayor atencion como Calicivirus, Astrovirus y Norwalk.

Sin embargo, aunque existe evidencia clara que demuestra la infeccion de
nifios por estos tres virus, midiendo la respuesta inmune, sélo los virus del grupo
Norwalk ha sido implicado como una causa importante de gastroenteritis en
humanos.

Los virus del grupo Norwalk han sido detectados en baja frecuencia en nifios
de los Estado Unidos de Norteamérica. Sin embargo, constituyen una causa mayor
de brotes de diarrea no bacteriana que ocurre en comunidades, escuelas, etc.,
afectando a los adultos, nifios en edad escolar y algunos nifios menores. Estos
brotes de diarrea por Norwalk ocurren a lo largo de todo el afio en los Estados
Unidos de Norteamérica, sin distribucion estacional.

La inmunidad de los virus Norwalk ha sido dificil de entender ya que no se
observa el patrén caracteristico en otras enfermedades virales. En este caso los
adultos muestran un alto grado de susceptibilidad.

El diagnoéstico de los virus Norwalk se realiza generalmente por
inmunoelectromicroscopia © radioinmunoensayo, ambos poco accesibles a
laboratorios no especializados en virus fecales pequefios (7).
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.- OBJETIVOS

Las enfermedades diarreicas constituyen uno de los problemas de salud
publica mds importantes en los paises en vias de desarrollo. En la epidemiologia de
las diarreas de los nifios en México precisa atender muy variados aspectos; el
deficiente desarrollo socioecondémico del pais, sus habitos y costumbres, el nivel
educativo, las condiciones de saneamiento ambiental, la disponibilidad de agua

potable y la accesibilidad de los servicios de atencién médica primaria.

A pesar de innumerables esfuerzos encaminados a explicar el origen de las
enfermedades diarreicas por medio de los mas diversos mecanismos, el factor

infeccioso continda siendo el méas importante sin duda por su cardcter contagioso.

Ademas del papel que los microorganismos enteropatégenos cldsicos como
Vibrio cholerae, Shigella, Salmonella, serotipos enteropatégenos de Escherichia coli
y Entamoeba histolytica juegan en la etiologia de las diarreas en los tltimos
decenios, se han descubierto nuevos agentes, que son los Rotavirus, que constituyen
parte importante del problema de gastroenteritis.

Por lo cual se realiza el presente trabajo para la deteccién del Rotavirus en
cuadros diarreicos en lactantes, por un método inmunoenzimatico absorbente de la
técnica de ELISA, el Rotazyme, que es una técnica especifica y sensible hacia el
Rotavirus.

Asi mismo se compara la etiologia de la diarrea ya sea por causa bacteriana o
viral, asi como la sintomatologia de vOmito, deshidratacién, alimentacién con seno
materno y/o por biberén, temperatura corporal y rinitis, en nifios en los primeros
meses de vida.
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Iil.- METODOLOGIA

Se investigd la presencia del Rotavirus en 95 lactantes menores de dos afios,
las edades fluctuaron de 1 a 24 meses, de los cuales 64 eran hospitalizados y el resto
fue de consulta externa, el trabajo se llevé a cabo en el Hospital Central Ignacio
Morones Prieto de San Luis Potosi.

El estudio se realizé6 durante un afio, comprendiendo las temporadas de
primavera, verano, otofio e invierno. Se recolectaron las muestras biolégicas de
heces fecales de cada paciente desde el momento del diagnéstico diarreico.

Se detectd el Rotavirus mediante la técnica de Laboratorios Abbot Rotazyme,
el cual utiliza el sistema "sandwich", técnica en fase solida del sistema
inmunoenzimaético absorbente de la técnica ELISA, las lecturas se hicieron en un
espectrofotémetro Quantum I de Laboratorios Abbot.

Se hicieron estudios comparativos con respecto al coprocultivo y el Rotavirus
para poder ver la incidencia de bacterias patégenas o por virus como la causa de la
diarrea, y asi mismo comparar la sintomatologia de wvodmito, deshidratacion,
variacion de temperatura corporal, neumonia y rinitis, asi como la alimentacién por

seno materno o por biberén en el lactante.

Se considerd coprocultivo positivo cuando la bacteria era patéogena como
Shigella, Salmonella, Proteus, Escherichia coli enteropatégena. En la flora normal
de heces fecales generalmente se encuentra Escherichia coli pero no enteropatdgena,
Klebsiella, Bacteriodes y Clostridia.

La cantidad de bacterias patégenas en las heces fecales varia

considerablemente segin la gravedad y el tipo de infeccién y el estadio en que se

encuentre.
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Para el caso de coprocultivo el material necesario es:

1.- Muestra biologica de heces fecales (sin conservador).

2.-

3.-

METODO

1.-

2.-

Placas de agar E.M.B. (agar-eosina y azul de metileno), S.S. (medio para
Salmonella-Shigella, contiene citrato con sales biliares) y Desoxicolato-
citrato.

Tubos con medio de Kliger, SIM y Urea-Sacarosa (surraco) y demas

utensilios necesarios para estudios microbiolégicos.

Se siembra la muestra de heces fecales, en medios de cultivo en placa
estéril EEIM.B., S.S. y Desoxicolato-citrato estéril, se incuba a 37° C por
24 horas.

En el periodo siguiente, se examinan las placas sembradas buscando
colonias fermentadoras y no fermentadoras de lactosa. Se resiembran en
los medios ya mencionados los distintos tipos de colonias que se
observan, incubando a 37° C por 24 horas.

Se clasifican el o los organismos aislados de acuerdo con las
caracteristicas bioquimicas.

Escherichia coli enteropatégena.- En los medios de E.M.B. da un color azul negro

con brillo metédlico. En medios de S.S. y Desoxicolato-citrato tiene un color rojo.

Salmonella-Shigella.- Son incoloras en los medios de EEM.B, en S.S. y

Desoxicolato-citrato agar son de color rosa opaco rodeada de una zona de color rojo.
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Proteus.- Se siembra en medios de EEM.B. o en agar sangre. La colonia no
permanece compacta y discreta, sino que se extiende rapidamente y en oleadas,
sobre la superficie de agar forma peliculas delgadas apenas visibles.

ESTUDIOS BIOQUIMICOS

Medio de Kliger.- En este medio de cultivo (de color azul) se observa la
fermentacion de la glucosa, lactosa, produccion de hidrégeno y gas.

El agar se prepara en un tubo de ensayo y en plano inclinado, formando una
capa profunda y con una superficie inclinada relativamente corta. Se toca €l centro
de la colonia del cultivo original con un alambre recto que luego se hace penetrar en
la capa de agar (cuidando de no pinchar el fondo del tubo), luego se pasa el alambre
por encima de la superficie inclinada. Se incuba 24 horas a 37° C.

OBSERVACION DE LOS TUBOS

El fondo amarillo en el medio de cultivo es por fermentaciéon de glucosa, la
superficie amarilia por fermentacion de lactosa. Trayectoria de la picadura en negro
es por produccion de sulfuro de hidrogeno. La producciéon de gas se ve por la
aparicion de burbujas en el medio de la trayectoria de la puncion y alrededor de ésta.

MEDIO DE CULTIVO SIM

" En el medio de cultivo (de color ambar) se puede observar la produccién de
sulfuro de hidrégeno, de indol y la movilidad del germen. Se siembra por picadura
durante 24 horas a 37° C.
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La trayectoria de la picadura en negro es por producciéon de sulfuro de
hidroégeno, cuando se colorea con el reactivo de Kovac y da color rojo indica
produccién de indol.

Cuando el germen se desarrolla en la trayectoria de la picadura y se extiende a
los lados es mavil.
MEDIO DE CULTIVO UREA-SACAROSA (SURRACO)

En este medio (de color rosa palido) se puede ver la fermentacién de la
sacarosa y la hidrdlisis de la urea. Si se observa en el medio de cultivo color

morado es porque hidroliza la urea. Si se observa color amarillo es porque fermenta
la sacarosa.
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TEMPERATURA CORPORAL
Se tom¢ la variacion de 37.5° C a 40° C como temperaturas febriles y de 37°
C para temperaturas normales.

ALIMENTACION
La alimentacién se valor$ la diferencia con biberén o por seno materno al
lactante.

DESHIDRATACION :

La deshidratacion se catalogd como leve, moderada o grave de acuerdo a la
proporcién de agua en relacién al peso corporal (la cual la realizé el médico
pediatra).

En el lactante las pérdidas hidricas agudas en proporcion menor o igual al 5 %
del peso corporal, corresponden habitualmente a pacientes con deshidrataciéon de
grado leve. Las pérdidas en proporcién al 6 a 10 % del peso corporal caracteriza al
estado de deshidratacion de grado moderado. Las pérdidas de 11 a 15 % del peso
corporal son consideradas graves.

Los signos clinicos de deshidratacion descritos comunmente en el lactante
son: fontanelas anteriores deprimidas, ojos hundidos, labios, mucosa oral y lengua
seca y pérdida de elasticidad de la piel. La deshidratacién grave se valora mediante
la exploracion del llenado capilar periférico, la determinacién de la frecuencia
cardiaca y la presion arterial. En el nifio recién nacido deshidratado puede
observarse fiebre, inquietud, lengua seca y fontanelas deprimidas.

PRESENCIA DE SINTOMATOLOGIA DE NEUMONIA Y RINITIS

Rinitis es congestion nasal intermitente de la membrana mucosa nasal,
permeabilidad anormal de las cavidades nasales.
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METODOLOGIA DE LAS PRUEBAS ESTADISTICAS

Para ¢l manejo estadistico de datos son: la media aritmética, la prueba de
hipétesis basada en la distribuciéon binomial, distribucién de Chi-cuadrada,
distribucién de T de Student.

Una medida descriptiva calculada a partir de los datos de una muestra recibe
el nombre de estadistico.

Media aritmética.- Es la medida de tendencia central, mas conocida cominmente
como promedio. La media se obtiene sumando todos los valores en una poblacion o

muestra y dividiendo entre el niimero de valores que se sumaron.

Probabilidad.- Empirica de un suceso, se toma como la frecuencia relativa de la
aparicion del suceso. La probabilidad de ocurrencia de algin evento, puede ser
medida por un nimero entre cero y uno, mientras menos probable sea el evento tiene
una probabilidad cercana de cero y un evento que con seguridad ocurra tiene una
probabilidad de uno. Se representa por una P.

Significancia estadistica.- Es la probabilidad mas baja posible (habitualmente
menor de 0.05) de que las diferencias observadas en dos o mas grupos sean debidas
al azar.

PRUEBAS DE HIPOTESIS

El propésito de las pruebas de hipodtesis es ayudar al investigador, o a
cualquier otra persona a tomar una decision referente a una poblacidén, examinando
una muestra de esa poblacion.

1.- Datos.- Debe comprenderse la naturaleza de los datos que forman la base
de los procedimientos de pruebas, ya que ésta determina la prueba
particular que debe emplearse.
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2.- Suposiciones.- Las suposiciones que tienen importancia en la estimacién
también la tienen en la prueba de hipdtesis.

3.- Hipétesis.- En la prueba de hipétesis se trabaja con dos hipotesis que
deben enunciarse explicitamente. La primera es la hipétesis que debe
probarse, por lo comin conocida como hipdtesis nula y que se designa
por el simbolo Ho ya que es una proporcion de conformidad con
condiciones verdaderas en la poblacion de interés. En general la
hipoétesis nula se establece para ser desacreditada. Como consecuencia,
la opuesta a la conclusion que el investigador desea alcanzar se convierte
en el enunciado de hip6tesis nula. La hipdtesis nula se rechaza o bien no
se rechaza, si la hipdtesis nula no se rechaza se dira que los datos sobre
los cuales se basa la prueba no proporcionan evidencia suficiente que
provoque rechazo. Si el procedimiento de prueba conduce al rechazo se
concluird que los datos disponibles no son compatibles con la hipétesis
nula, pero con apoyo de alguna otra hip6tesis. [Esta otra hipdtesis se
conoce como alternativa y se designa con el simbolo Hj,.

La distribucién de la estadistica de prueba.- Es la clave para la inferencia
estadistica.

Regla de decisién.- Los valores de la estadistica de prueba que comprende la region
de rechazo son aquellos que tienen la menor probabilidad de ocurrencia si la
hipétesis nula es verdadera, mientras los valores que forman la regién de aceptacion
son los que tienen mayor probabilidad de ocurrir si la hipétesis nula es verdadera.
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1.- DISTRIBUCION BINOMIAL

La distribucién se obtiene de un proceso conocido como ensayo de Bernoulli
en honor del matemaético James Bernoulli. Cuando un solo ensayo de algiin proceso
o experimento puede conducir s6lo a uno de dos resultados mutuamente exclusivos,

tales como muerto o vivo, enfermo o saludable.

a) Cada ensayo conduce a uno de dos resultados posibles, mutuamente
exclusivos. Uno de los resultados posibles se denota arbitrariamente como
€xito y el otro se denota como fracaso.

b) La probabilidad de éxito denotado por p, permanece constante de ensayo a
ensayo. La probabilidad de fracaso (1-p) se denota por q.

¢) Los ensayos son independientes, es decir, el resultado de cualquier ensayo
particular no es afectado por el resultado del otro. Se utiliza para muestras
pequeiias.

La distribuciéon binomial se basa en la ecuacion:

P{12,.%) = 2. ,Cxp g™

i=0

N!
vCx = XN -X)1
X = Exitos
N = Ensayos
N-X = Numero de fallos
! = Factorial

NCx = Combinaciones de N elementos con X a la vez
p = Proporcion de “éxitos”

q = (1-p) Proporcién de fracaso.

P = Probabilidad
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2.- LA PRUEBA DE CHI-CUADRADA

Es una medida de la discrepancia que existe entre las frecuencias observadas
y las esperadas. La prueba de Chi-Cuadrada se basa en la ecuacion:

- {0-C)
2 _
Xt=D, .
en donde
O = Son las frecuencias observadas.
C = Son las frecuencias calculadas a partir de la hipdtesis nula.

3.- DISTRIBUCION NORMAL
Los limites normales son habitualmente definidos a ser los puntos que

encierran o engloban 95% de los valores obtenidos en los ensayos estudiados.

4.- DISTRIBUCION T DE STUDENT
Se utiliza para pequefias muestras.

(m+ny—2)—
Ox,-x,

Error de la diferencia de medias:

1 1
Gx,-x,= \/Si = (Z"‘ Z)
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Varianza ponderada:

g i ol
2__ S *tS5
P nm+n,—-2

X = Media aritmética muestral
n = Numero de datos
S = Desviacion tipica

La probabilidad se obtiene segiin las ecuaciones para cada tipo de distribucion.
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IV.-TECNICAS EXPERIMENTALES

A.- FUNDAMENTO DE LA TECNICA
El inmunoensayo enzimético fue descrito por primera vez en el afio de 1971

por Avrameas, quien utiliz6 enzimas como marcadores inmunoquimicos en
sustitucién de los radioisotopos, para su uso en los andlisis de enlace competitivo

(53).

Los métodos mas conocidos comprendidos dentro de las técnicas de
inmunoensayo son:

1.- ELISA (Enzyme-Liked Immunoabsorbent assay) o Anadlisis de
Inmunoabsorcién Enzimatica.

2.- EMIT (Enzyme-Multiplied Immunoassay Technique) o Técnica de
Inmunoanilisis con Multiplicacién Enzimatica.

3.- EIA (Enzyme Immunoassay) o Inmunoanalisis Enzimatico (52, 53).
Los inmunoensayos enzimaticos generalmente son de dos tipos:

a) Ensayos homogéneos, en donde el marcador libre y fijado deben separarse
fisicamente antes de su identificacion (EMIT).

b) Ensayos heterogéneos, en donde es posible distinguir el marcador libre ante un
marcador fijado (ELISA).

El término ELISA fue usado por vez primera en 1971 por Engvall y Perlman
(53, 58).

pdgina 28



Por su sensibilidad y especificidad en la cuantificacién de una gran variedad
de compuestos bioldgicos importantes el método ELISA tuvo un inmenso impacto
en muchas areas de la medicina.

B.- TECNICA DE ELISA

Utiliza reactivos anticuerpo anti-inmunoglobulina unidos a una enzima.
Estos anticuerpos reaccionan con las inmunoglobulinas combinadas con su antigeno.
La reaccion se visualiza agregando un sustrato especifico de la enzima que se utilizé.
La técnica de ELISA puede utilizarse para la busqueda tanto de antigenos como de
anticuerpos (52).

La identificaciéon de los antigenos microbianos utilizando ELISA puede
realizarse mediante dos métodos: el directo y el indirecto.

C.- METODO DIRECTO

La técnica de Emparedado utiliza un anticuerpo especifico fijado a un soporte
a fase solida (placa de microtitulacion). Se hace un lavado para eliminar el exceso
del anticuerpo (bloqueo de placa) y se coloca el antigeno microbiano (suero
problema). Este se adherira al anticuerpo especifico al soporte. Se efecta otro
lavado y se afiade una solucién del anticuerpo especifico enlazado covalentemente
con una enzima.

Un tercer lavado se realiza con el objeto de eliminar el exceso de complejo
enzima y anticuerpo no fijado. Se afiade a los pozos de la placa el sustrato
correspondiente para la enzima conjugada. La cantidad de antigeno determinari la
cantidad de enzima y anticuerpo, lo que a su vez repercutird en la intensidad de la
reaccion manifestada por un cambio de color.
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La desventaja de este método es que requiere de un conjugado separado de
enzima y de anticuerpo especifico para la identificaciéon de cada antigeno.

D.- METODO INDIRECTO

El anticuerpo especifico fijado a la base sélida serd de una especie animal.
Después se agrega al antigeno, se afiade un anticuerpo especifico no marcado de otra
especie de animal que reaccionara con el antigeno fijado en la fase so6lida. Se
elimina el exceso de anticuerpo no fijado mediante un lavado. Se afiadira un tercer
anticuerpo unido a la enzima dirigido contra la globulina de la segunda especie

animal.

Como resultado habra un cambio de color, que estard determinado por la
cantidad de antigeno encontrado en la muestra. Este método elimina la desventaja

de la técnica directa.

PARA LA DETERMINACION DE ANTICUERPOS

Se utiliza el antigeno que se encuentra fijado (directamente), se agrega al
suero problema, si posee anticuerpos se uniran al antigeno causando una reaccion.
Esto es evidente con el reactivo enzimdtico y sus sustratos. Es importante
mencionar que en cada paso se deben realizar los lavados para eliminar todo el
excedente de cualquiera de los reactivos, antigeno o anticuerpos libres.

El método puede llevarse a cabo en los tubos de ensaye de poliestireno o en
placas de microtitulacion del mismo material. La desventaja del poliestireno es que
las proteinas pueden unirse directamente sin ningan tratamiento previo. Es mas
conveniente utilizar las placas de microtitulaciéon porque requieren volimenes mas
pequeiios de todos los reactivos y por ende se puede comprobar un nimero mayor de
muestras.
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La técnica de ELISA identifica pequefias cantidades de reactivos
inmunolégicos y la reaccion antigeno-anticuerpo no modifica la actividad del
marcador enzimatico en comparacién con otras técnicas, en las que la interaccion
antigeno-anticuerpo si modula la actividad de la enzima EMIT. Ademas ha sido
adaptada para sistemas de microtitulaciéon y equipos colorimétricos con el fin de
cuantificar el producto final, ya que esto facilita el procedimiento y disminuye el
costo (52, 53, 55-57).

ESQUEMATIZACION DE LA TECNICA DE ELISA

A. Método Directo
B. Método Indirecto

Figura No. 3

a.- Anticuerpo especifico fijado a la base sélida.

b.- Antigeno (suero problema).

¢.- Anticuerpo especifico no marcado de otra especie de animal.

d.- Anticuerpo unido a la enzima dirigido contra la globulina de la segunda
especie de animal.

e.- Px Peroxidasa de rabano picante.
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E.- DISCUSION DE LAS TECNICAS DE ELISA

VENTAJAS DE LAS TECNICAS DE ELISA

[
2.-

3.-
4.-
5.-

La realizacion de analisis sensibles.

Los reactivos son de bajo costo y pueden almacenarse durante largo
tiempo.

Pueden desarrollarse una amplia gama de configuraciones analiticas.

Se pueden efectuar multiples andlisis simultdneos.

No hay peligro de contaminacion por radiacion durante el marcado o la

eliminacion de los residuos.

INCONVENIENTES

l.-

La cuantificacién de la actividad enzimética puede ser mas compleja que
la de algunos otros radioisotopos.

La actividad enzimaética puede verse afectada por los componentes del
plasma.

Los marcadores enzimaticos pueden conducir a una menor sensibilidad
por el impedimento estérico de la reaccién antigeno-anticuerpo causada
por la enzima.

Los marcadores enzimaticos son técnicamente complejos de preparar
(37, 59).

F.- METODO UTILIZADO EN EL TRABAJO

El método utilizado fue el ELISA directo para la determinacidn del antigeno

Rotavirus.
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Se trabajé con un equipo de Rotazyme Anticuerpo (de cerdo) contra el
antigeno Rotavirus: conjugado a la Peroxidasa (rabano picante).

NOMBRE Y FINALIDAD

Rotazyme es una marca registrada de los laboratorios Abbot para un ensayo

enzimatico cualitativo para la determinacion del antigeno Rotavirus en material fecal
humano.

RESUMEN DE TEST Y PRINCIPIOS BIOLOGICOS

El Rotazyme utiliza el sistema sandwich (método directo) para medir el
antigeno Rotavirus de las heces fecales. Las perlas (esferas) cubiertas con el
anticuerpo (cerdo) es incubada con la alicuota de la suspencién de heces fecales,
todos los antigenos presentes en la prueba se unen al anticuerpo en fase sélida.
Luego se aspira el material no unido y después de lavar las esferas se agrega anti-
Rotavirus (de conejo) conjugado con la peroxidasa de rabano picante (anti-
HRV:HRPO) que se deja reaccionar con el complejo antigeno-anticuerpo en la
esfera.

El conjugado enzimético no unido se aspira y se lavan las esferas. Luego se
afiade a las esferas una solucién de O-fenilendiamina (OPD), que contiene Peréxido
de Hidrégeno y después de la Incubacién se desarrolla un color amarillo que es
proporcional a la cantidad de Rotavirus unido a la esfera.
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Anti-Rotavirus + Antigeno (Rotavirus)

l-— Anti-Rotavirus: HRPO

Anti-Rotavirus ¢ Rotavirus ¢ Anti-Rotavirus: HRPO

l<— OPD y H,0,

DESARROLLO DE COLOR AMARILLO

El color amarillo desarrollado se lee con una longitud de onda de 492 nm.
La reaccion enzimatica se suspende agregando acido sulfurico. La adsorcién de los
controles y de las pruebas se miden con un espectofotémetro. Las pruebas que den
valores de adsorcién iguales o mayores al valor de los controles positivos se
consideran reactivas para el Rotavirus.

MATERIAL

Material Biologico: Heces fecales (sin conservador).

REACTIVOS

1.- Anti-Rotavirus (cerde de Guinea) cubierta las perlas (esferas) Rotazyme.

2.- Anti-Rotavirus (conejo) - Peroxidasa (rabano picante) conjugado
concentrado no menos que 0.2 microgramos/ml en buffer salino de
fosfatos con proteina como estabilizador, conservador Timerosal.
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3.- Control positivo Rotazyme inactivado Rotavirus de simio SA-II
equivalente a 10 particulas virales/ml en solucion salina de fosfatos y 0.1
% albumina de suero bovino, conservador Timerosal.

4 .- Diluyente de muestras Rotazyme 0.01 M buffer salino de fosfatos
conteniendo 0.025 M EDTA.

5.- OPD tabletas de O-fenilendiamina - 2 HCL 12.8 mg/tableta.

6.- Diluyente para OPD (O-fenilendiamina - 2ZHCL) tampén de citratos-
fosfatos con 0.02 % de Peréxido de Hidrogeno.

7.- Acido Sulfuarico IN.

8.- Agua destilada.

MATERIAL DE LABORATORIO

1.- Gradillas.

2.- Pipetasde 5y 10 ml.

3.- Vaso de precipitado.

4.- Placas de reaccion con 20 cavidades.

5.- Folios adhesivos para las placas de 20 cavidades.

6.- Tubos de ensaye con etiquetas de identificacién (para transferir las esferas
desde las placas de reaccion).

7.- Pipetas de precision para medir 0.2 ml, 0.3 mly 1 ml.

8.- Un sistema de administracion de liquidos de lavado, jeringas Conwall.

9.- Un sistemas de aspiracion, para los lavados de las esferas recubiertas.

Bomba de vacio y una trampa para retener el aspirador.
10.-Bafio Maria.

11.-Termdmetro.
12.-Micropipetor.
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G.- REALIZACION DE LA TECNICA DE ELISA PARA LA
DETERMINACION DEL ROTAVIRUS

Dilucion de la muestra. La muestra puede ser ensayada con previa clarificacién,
esto es recomendado que un 10 % de la dilucién preparada con el diluyente
Rotazyme, un aplicador puede ser usado para la transferencia de la muestra a 200
microlitros del diluyente para dar una solucién de trabajo. Deben realizarse un
control negativo y un control positivo en cada conjunto de las pruebas desconocidas.
Asegurese que todas las placas de reaccion que contienen los controles y las pruebas
sean sometidas al mismo tiempo de incubaciéon. Una vez comenzado el ensayo
deberan completarse los pasos sin interrupcion (Fig. 4).

1.- Dejar que todos los reactivos alcancen la temperatura ambiente, antes de
comenzar el ensayo. Agitarlos cuidadosamente antes del uso. Ajustar la
temperatura del bafio Maria a 45°C.

2.- ldentificar las cavidades de la placa de reaccidn para pruebas y control en
las hojas de protocolo. Pipetear 0.2 ml de cada muestra, tanto los
controles como las pruebas de ensayo, en cada cavidad, cuidando de no
salpicar la prueba fuera de las cavidades o de rebosar los bordes de las
cavidades, ya que no se removeran en los lavados subsiguientes y pueden

transferirse a los tubos causando interferencias en el ensayo.
3.- Distribuir una esfera recubierta en cada cavidad.

4.- Cubrir cada placa con un folio adhesivo, para asegurarse que las esferas
estén cubiertas ligeramente con la prueba y que las burbujas de aire
puedan salir, golpeando ligeramente las placas cuidando de no salpicar
1iquid6 en el folio adhesivo.

5.- Incubar las placas en bafio Maria a 45° C por espacio de 3 horas = 2
minutos.
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6.- Al final del periodo de incubacioén retirar el folio, aspirar el contenido de
las cavidades y lavar cada esfera tres veces con 4 a 5 ml de agua destilada
o desionizada hasta que el volumen total sea de 12 a 15 ml.

7.- Pipetear 0.200 ml de anti-Rotavirus (conejo) Peroxidasa (rabano picante)
dentro de cada tubo.

8.- Cubrir con un folio adhesivo.
9.- Incubar las placas al bafio Maria por 60 minutos.

10.-Durante los ultimos 5-10 minutos de incubacidon preparar la solucion de
sustrato, pipeteando 5 ml del sustrato por cada pastilla, calculando el

necesario para las determinaciones necesarias.

11.-Al final del periodo de incubacién de una hora sacar las placas del bafio
Maria, retirar el folio y desecharlo, aspirar el contenido de las cavidades y
lavar las esferas tres veces. Transferir inmediatamente las esferas a los
tubos de ensayo en un portatubos, darle vuelta sobre la placa apretando
bien y proseguir a dar vuelta a los tubos y a las placas juntos, para que las
esferas caigan dentro de los tubos respectivos.

12.-En cada tubo que contiene una esfera y dentro de dos vacios blancos de

sustrato pipetear 0.3 ml de solucion de sustrato OPD recién preparada.
13.-Incubar los tubos a una temperatura ambiente durante 30 minutos.

14.-Después de los 30 minutos de incubaciéon suspender la reaccién

enzimatica por adicion de 1 ml de acido sulfiirico 1 N en cada tubo.

15.-Colocar el aparato Quantum en el modo 0, leer el blanco, usando el
blanco tubo de sustrato, leer los controles positivo y negativo, proseguir
con las pruebas desconocidas.
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ESQUEMATIZACION DE LA TECNICA ROTAZYME

2Q (7]
O Cam
Lam 2
o o
450

Adicién de controles y Adicidn de la perla Incubacion por 3 hrs. Los antigenos
muestras diluidas de cubierta con anticuerpo (Rotavirus) en la
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Después de lavar las Adicion del Incubar a tem, Reaccidn del sustrato
perlas, transferir a los ° sustrato OPD ambiente por 15 min. OPD con la enzima
tubos de reaccion formando un color
etiquetados amarillo-naranja que
previamente se mide a 492 nm.
Figura No. 4
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El aparato utilizado para medir las lecturas fue un analizador de doble
longitud de onda.

QUANTUMI

El analizador de doble longitud de onda Quantum I, mide las diferencias de
absorbancia (factor de absorcidén) de las muestras liquidas y convierte los valores
medidos en valores analiticos. El aparato puede suministrar tanto informacién

cuantitativa como cualitativa utilizada en los procedimientos de diagndstico In vitro
(60) (Fig. 5).

Este aparato consta de una consola de mandos, el fotometro con filtros de
doble longitud de onda, la impresora, el procesador de datos y el panel de

alimentacion electronica.

La consola de mandos contiene el teclado de los mandos utilizados para
manejar el aparato y los indicadores dispuestos en el panel de presentacién visual.
El fotémetro con filtros de doble longitud de onda. Situados en la parte delantera
del Quantum I contiene el recepticulo para colocar las muestras. La impresora
situada en la parte izquierda del aparato suministra un registro impreso y permanente
de las pruebas. El microordenador que procesa los datos ejecuta los programas
alimentados en las memorias permanentes. El panel de alimentacidén eléctrica de
red y ademas el conmutador de ON/OFF. Una lampara que se ilumina al caldearse
(la lampara de tungsteno), y se apaga al colocarse la muestra en €l receptaculo para
las muestra, vuelve a encenderse al retirarse las muestras.

En el fotdmetro se encuentran el portatubos, el conjunto de filtros y una placa
de circuitos de amplificador/convertidor. El filtro presenta visualmente en
nandémetros las longitlides de onda centrales de los filtros de interferencia de paso a
banda. Por ejemplo, en el pico (o cresta) de la banda 452 y en la banda lateral 600

(60) (Fig. 5).
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El Quantum I contiene los modos programados para realizar los analisis de
distintas clases, la fecha, el tiempo y los filtros se procede al hacer las lecturas.

Las muestras son colocadas en el Quantum I, en la secuencia fijada de
antemano, definida por el protocolo. La primera lectura medida por el aparato es la
muestra en blanco, seguida por una o mas muestras patrén utilizadas para calibrar y
ajustar el aparato. Después de las muestras patrén podrd medirse una muestra de
control de valores conocidos para verificar el calibrado. Luego podran medirse un
numero indeterminado de muestras de valor desconocido. Apareciendo impresos
los resultados de todas las lecturas de absorbancia, especificando cudles estan

positivos y cudles negativos en relacion con los controles.
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QUANTUM |

Figura No. %

Analizador de doble longitud de onda, empleado en el presente trabajo.

A. Impresora.

B. Fotémetro.

C. Consola de mandos.

D. Panel de alimentacion eléctrica.
E. Procesador de datos.
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INTERPRETACION DE LA TECNICA DE ELISA PARA EL ROTAVIRUS
La presencia o ausencia del Rotavirus se determina por comparacién de la

absorcion de los controles negativos (absorcion no menores que 0.07).

El control positivo deben dar en el valor esperado de 0.2 hasta 0.8 para los

valores de ++ a ++++,

Sensibilidad de Rotazyme

Dilucién de 10" particulas de Rotazyme a Color de
Rotavirus/ml 492 nm la carta
1/20 1.60 ++++
1/60 0.86 Fde +
1/180 0.53 +++
1/540 0.32 ++
1/1620 0.10 +
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FUNDAMENTO DE LA REACCION DE LA PEROXIDASA

Las peroxidasas son proteinas con hierro y porfirina, €l hierro permanece en
forma férrica y no experimenta modificaciones de valencia durante la reacciéon. Las
hidroperoxidasas son inhibidas por cianuros, acidos, sulfuros e hidroxilaminas; en
general las peroxidasas son abundantes en tejidos vegetales. Las peroxidasas en la
presencia de H,0, oxida varios compuestos fendlicos y aminas, tales como el
pirogalol, guayacol, hidroquinona, tirosina, etc (61).

Se considera que los sustratos son el perdoxido de hidrogeno o los
hidroperéxidos alquilicos. La reaccién general entrafia reduccion del sustrato por
virtud de los atomos de hidrégeno aportados por una molécula del donador; los
productos finales son el sustrato reducido y un donador oxidado (62, 63).

REACCION GENERAL

H,0, + H,R hidroperoxidasa> 2H,0 + R

REACCION PARTICULAR
NH,
NH, Peroxidasa
+ H,0, » HHO + N, +
rabano picante
Quinona
Ortofenilendiamina Color amarillo naranja
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COMENTARIOS SOBRE LA TECNICA DE ROTAZYME PARA EL
ROTAVIRUS

Como la técnica del Rotazyme es una determinacién hacia el Rotavirus
previamente estandarizada por los laboratorios Abbot, en la realizacién del trabajo

no se tuvieron modificaciones en la elaboracidn.

Si se quisiera una modificacion de la técnica se recomienda ver las referencias
(58, 64- 67), en ellas se comentan variables de temperaturas, cantidades de antigeno-
anticuerpo, adicion de sustratos, peréxido de hidrégeno, convenientes para optimizar
una técnica de ELISA.
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RESULTADOS DEL CUADRO No. 1Y CUADRO No. 1A

1.- El estudio se realizdé durante un afio, en el cual se analizaron 95 casos de
diarrea en lactantes. Se valord la diarrea causada por bacteria patégena
como Salmonella, Shigella, Proteus, Escherichia coli enteropatogena, la
cual se valoré como coprocultivo positivo, cuando la flora bacteriana era
normal se considerd coprocultivo negativo. La valoracidon del Rotavirus
hacia la técnica de ELISA se determind negativo cuando la técnica fue
negativa para el Rotavirus; para el caso de Rotavirus positivo se comparé
el grado de positividad del Rotavirus hacia la técnica de ELISA de + a
.

2.- Cuando existe Rotavirus negativo a la técnica de ELISA hay mayor
probabilidad de que la diarrea sea causada por bacteria.
Binomial: P = 0.00002

3.- Cuando el coprocultivo fue negativo, el 62.5% de los casos resultd
positivo para el Rotavirus siendo estadisticamente significativa.
Binomial: P = 0.0004

COMENTARIOS

Se concluye que aproximadamente 2 de cada 3 diarreas con coprocultivo
negativo es producida por Rotavirus. Se utilizé la distribucién binomial para ver las
- diferencias en las frecuencias de un grupo a otro; la significancia estadistica se
tom6 de probabilidad P < 0.05, para ver la probabilidad de azar en las diferencias.
Por lo que si se da un valor mayor de P (probabilidad) no es significativo y la
frecuencia puede ser la misma de un grupo a otro. La distribucién binomial se usa
predominantemente cuando la escala de medicién es nominal (Rotavirus positivo o
negativo), la muestra usada es relativamente pequefia (n < 30) y alguna de las
frecuencias observadas también es pequefia (k < 5). En la ecuacioén de la
distribucion binomial se tomé como numero de éxitos los casos de Rotavirus

positivo, como numero de fallos o fracasos los casos de Rotavirus negativo.

pdgina 48



00°001 ¥9 001 Y4 0°001 6¢ SOSEO 3p [€10,[,
v6'01 L 14 ! 147! 9 +HH+ B+ VST 0ANISO] SRIIABIOY
18°L ¢ 0 0 | 8CI S ++ VSIT] 0ANISOJ STUIARIOY
STIE 0t oy 01 9'¢¢ 01 + VSI'TH 0ANISO] SUIABIOY
00°0S (43 9¢ 14! (44 81 OAIESAN SIIIARIOY
% sose)) % SOSED) % sose)
[e10L OWLId)EW OUIS U0 OWLI2)EW OUdS UIg

NOIDVININI'TV

SNHIAVLOHY 11V VSI13 30 AdVvalAILISOd 3d 0avdD

12 A ONH3LVIA ON3S 3d NOIDVLINIWITY NIS A NOD NOIDVYHVYdWNOD

¢ 'ON OHAVNO

49

r

pdgina



OLIBYBUI OLISS UIS UQIDBILBLIY

OWBJBL OUDS LD UEUSLIY

snJiAejoY |o eled yS| 73 sp eouog) ap pepianisod ap opely

-

e+ B+

+

g7cl

SNYIAVLOY 1V VSIT3 3d YOINO31 V1
A ONHALVYIN ONJS NOOD NOIDVLIN3WITY V1 3a NOIOVY13Y
¢ 'ON VIIdVvHD

sajue)oe]
P %

50

pdgina

r



RESULTADOS DEL CUADRO No. 2

1.- El56% de los nifios alimentados con seno materno resultaron negativos al
Rotavirus , 0 sea que hay una probabilidad discretamente mayor de ser
negativo al Rotavirus cuando se alimenta al nifio con seno materno, pero
esto no es significativo.

Binomiali: P=0.16

2.- En el 46.2% de los nifios que no fueron alimentados con seno materno
fueron negativos al Rotavirus, pero esta diferencia tampoco es
significativa estadisticamente.

Binomial: P=0.210

Puede decirse que la alimentaciéon con seno materno tiende a proteger maés al
nifio contra la infeccidn por Rotavirus, por la presencia de las inmunoglobulinas, atn
cuando no se encontré significancia estadistica.

Se utilizd la distribucién binomial para ver las diferencias en las frecuencias
de un grupo a otro; la significancia estadistica se tom6 de probabilidad p < 0.05, para
ver la probabilidad de azar en las diferencias. Por lo que si se da un valor mayor de
la probabilidad no es significativo y la frecuencia puede ser la misma de un grupo a
otro.

En la ecuacién de la distribuciéon binomial dada anteriormente se tomd como
numero de éxitos los casos de Rotavirus positivo, como nimero de fallos o fracasos

los casos de Rotavirus negativo.
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RESULTADOS DEL CUADRO No. 3

1.- El 56 % de los nifios que presentaron vomito resultaron positivos al
Rotavirus, distribucién Binomial: P =0.0515

Se puede decir que el Rotavirus produce vomito con més frecuencia.

2.- El1 66.7 % de los nifios que no presentaron vémito fueron negativos para
el Rotavirus, Binomial: P= 0.0004, ésto es estadisticamente significativo.

O sea que si el nifio no tiene vémito hay mas probabilidad que no sea viral.

Se utilizo la distribuciéon binomial para ver las diferencias en las frecuencias
de un grupo a otro; la significancia estadistica se tomé de probabilidad p < 0.05, para
ver la probabilidad de azar en las diferencias. Por lo que si da un valor mayor de la
probabilidad no es significativo y la frecuencia puede ser la misma de un grupo a
otro.

En la ecuacién de la distribucién binomial dada anteriormente se tomé como
namero de éxitos los casos de Rotavirus positivo, como nimero de fallos o fracasos

los casos de Rotavirus negativo.
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COMPARACION DE TEMPERATURAS Y EL GRADO DE POSITIVIDAD
DEL ROTAVIRUS A LA TECNICA DE ELISA
METODO ESTADISTICO T DE STUDENT

Rotavirus Negativo No. total de casos n

32
Promedio de temperatura 5( =38.23°C
Desviacion Estandar S=0.8186

RESULTADOS DEL CUADRO No. 4

Positivo al Rotavirus Ia Técnica de ELISA + No. de casos 20

=
[

Promedio de temperatura X =38.515°C
Desviacién Estandar S =0.606

Positivo al Rotavirus la técnica de ELISA ++ No. de casos

Promedio de temperatura X = 38.6°C
Desviacion Estédndar S =0.652

Positivo al Rotavirus la técnica de ELISA +++ No. de casos n=>5

Promedio de temperatura X =39.1°C
Desviacion Estandar S =0.548

Positivo al Rotavirus la Técnica de ELISA ++++ No. de casos n=2

Promedio de temperatura X =39.25°C
Desviacién Estandar S =1.061

COMENTARIOS

Se puede observar que. confomze'aumenta el grado de Positividad de ELISA
hacia el Rotavirus hay ascenso en la temperatura.
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RESULTADOS DE LOS CUADROS No. 5 Y No. 6
COMPARACION DE TEMPERATURAS DE ROTAVIRUS POSITIVO Y

NEGATIVO

Para saber si hay significancia en la diferencia de temperaturas en Rotavirus

Positivo y Negativo, se hizo una prueba de Hipd6tesis con distribucion T de Student.

1.- La Hipoétesis H, (nula) cuando no hay variacion de temperaturas en
Rotavirus Positivo y Negativo.

Xo= Xy
X p = Promedio de temperaturas de Rotavirus positivo

X , = Promedio de temperaturas de Rotavirus negativo

2.- La Hipétesis H; (alternativa) cuando hay aumento mayor de temperaturas
en Rotavirus Positivo que en Rotavirus Negativo con grado de

significancia de p = 0.0500

3.- Regla de Decision; se acepta Hy si Ty, < 1.6698; se rechaza Hy si Tg, 2
1.6698

4.- Estadistica de pruecba

N X" —
T= 2316 P =00119

5.- Por lo tanto los casos de Rotavirus positivos tienen temperatura

significativamente mas alta
Te =2.316 p= 0.0119
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RESULTADOS DEL CUADRO No. 7

1.- La neumonia no se asocia estadisticamente al Rotavirus. Binomial;: P =
0.25.

2.- En el caso de la rinitis se asocia con el Rotavirus como positividad para
ELIS/.\ +aELISA ++ (P =111.76 x 10™), sin embargo, al ver ELISA en
forma semicuantitativa +++ a ++++, no hay diferencia significativa entre
positivos y negativos. (P = 0.8)

3.- En cuanto a la presencia de los dos sintomas, rinitis y neumonia, sucede

algo semejante, hay asociacion pero no la hay cuando el Rotavirus es
ELISA +++ a ++++ (P =0.10).

COMENTARIOS

Se puede apreciar que cuando empieza a detectarse el virus hay rinitis, al
elevarse la cantidad de virus (antigeno) hay menos sintomas respiratorios, por lo que
puede pensarse que el virus pasd al tracto gastrointestinal.

Se utiliz6 la distribucion binomial para ver las diferencias en las frecuencias
de un gfupo a otro; la significancia estadistica se tomo de probabilidad P < 0.05, para
ver la probabilidad de azar en las diferencias. Por lo que si da un valor mayor de la
probabilidad no es significativo y la frecuencia puede ser la misma de un grupo a
otro. En la ecuacion de la distribucidn binomial se tomé como nimero de éxitos los
casos de Rotavirus positivo, como nimero de fallos o fracasos los casos de
Rotavirus negativo.,
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RESULTADOS DEL CUADRO No. 8

La deshidratacion tiene la misma probabilidad de presentarse en Rotavirus
positivo como en Rotavirus negativo. i

X? = 0.104 P = 0.75 (probabilidad)

Se utilizé la distribucion de Chi-cuadrada para ver las diferencias de un grupo
a otro. La significancia estadistica para la probabilidad se tomo de p < 0.05.

Se utilizd la ecuacion previamente mencionada para la Chi-cuadrada.

Como P > 0.05 concluimos que no hay diferencia de un grupo a otro, por lo
que las frecuencias estan muy parecidas en ambos grupos.

Las frecuencias observadas son el numero de casos de Rotavirus positivos y
negativo; las frecuencias esperadas se calculan a partir de los totales, con base en la

hipétesis nula.

La distribucion de Chi-cuadrada se usa en forma semejante a la binomial, pero

su potencia aumenta cuando las frecuencias observadas no son pequeiias (k = 5).

. X2 = Me dice que tan cercanos o alejados estan los grupos. Si el valor es
pequeiio estan cercas los grupos. Grande cuando estan alejados.
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RESULTADOS DEL CUADRO No. 9

Se observo poca diferencia en las estaciones del afio; las frecuencias fueron
similares en las diarreas por bacteria o por el Rotavirus, aunque se ve un ligero
aumento en la estacion de otofio para el caso de bacterias y de verano para el
Rotavirus.

Se utilizo la distribucién de Chi-cuadrada, para ver las diferencias de un
grupo a otro. La significancia estadistica para la probabilidad se tom¢é de P < 0.05.

X? = 1.67 P=0.35
Se utiliz6 1a ecuacién previamente mencionada para la Chi-cuadrada.

Como P > 0.05, se dice que no es significativo, se ve que no hay diferencia
de un grupo a otro, por lo que las frecuencias estan muy parecidas de un grupo a
otro.

Las frecuencias observadas son el mimero de casos de Rotavirus positivos y
negativo; las frecuencias esperadas se calculan a partir de los totales, con base en la
hipdtesis nula.

La distribucién de Chi-cuadrada se usa en forma semejante a la binomial,

pero su potencia aumenta cuando las frecuencias observadas no son pequeiias (k 2

5)

X2 = Me dice que tan cercanos o alejados estan los grupos. Si el valor es
pequeiio estan cercas los grupos. Grande cuando estan alejados.
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RESULTADOS DEL CUADRO No. 10
Hay una ligera frecuencia en los meses de 4 a 7 meses y de 8 a 12 meses.

En la bibliografia estudiada se observé una semejanza con las frecuencias en

la incidencia de los meses (7, 40, 41).
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Vi.- CONCLUSIONES

1.-

Se observé que la Técnica de Rotazyme para la deteccién del Rotavirus en las
heces fecales, para ver en que casos de diarrea el agente causal es un virus y
asi tener en consideracion la presencia del virus en los casos de
gastroenteritis.

Se valoré la presencia tanto del virus como las bacterias patégenas en los
casos de diarrea, para ver sus frecuencias en ecllas y se observé la
comparacién de los sintomas de la infeccion en los lactantes, para ver si hay
diferencias en los casos de diarrea producida por bacterias patogenas y por el
Rotavirus.

Al comparar los estudios de las diarreas producidas por bacterias y por el
Rotavirus, se observé que cuando las bacterias patégenas producen diarrea,
hay menos riesgo de que esté presente el Rotavirus. Al obtener mayor grado
de positividad de Rotavirus por la técnica de ELISA, hay menos presencia de
bacterias patogenas en la diarrea. Por lo que se puede comentar que cuando
la diarrea es por causa bacteriana es menos probable que se encuentre el
Rotavirus (P = 0.00002). Se observé en el estudio, que de 3 diarreas con
coprocultivo negativo, 2 eran causadas por el Rotavirus.

Cuando se compar6 la alimentacion del lactante y el tipo de diarrea, se
observo que el 56 % de los nifios alimentados con seno materno fueron
negativos al Rotavirus. De los nifios que no fueron alimentados con seno
materno el 46% resulté negativo al Rotavirus, aunque esto no fue
significativo estadisticamente (P = 0.16). Sin embargo, se observé menor
incidencia del Rotavirus cuando el nifio fue alimentado con seno materno.
Se puede pensar que es por la i)resencia de anticuerpos en la leche materna
hacia el Rotavirus.
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Se puede pensar que es por la presencia de anticuerpos en la leche materna
hacia el Rotavirus.

4.- ‘Al comparar la sintomatologia de vomito en el nifio, se observé que cuando €l
Rotavirus estuvo en la diarrea el 56 % de los nifios presentaron vomito
(P=0.0515). Cuando el nifio fue a la prueba de ELISA Rotavirus negativo, el
66.7 % de los pacientes no tenian vomito. Por lo que puede decirse que
cuando el nifio presenta diarrea pero sin vomito es mas probable que la
diarrea no sea por Rotavirus.

5.- Se encontré que la temperatura corporal del nifio era mas elevada cuando la
diarrea era producida por Rotavirus que por bacterias patogenas.

6.- En los casos de diarrea con Rotavirus se encontré con mas frecuencia la
rinitis. En la bibliografia hay pocos articulos de la asociacion de sintomas de
neumonia y rinitis y la presencia del Rotavirus, pero la asocian cuando la
temporada es fria y el Rotavirus se encuentra en la diarrea. .

7.- En la deshidratacion no se encontr$ diferencia significativa entre los dos
grupos de nifios, ya sea la causa de la diarrea por Rotavirus o por bacterias.

8.- En cuanto a las estaciones del afio y la presencia de diarrea en los nifios, ya
sea por bacterias 0 por Rotavirus, se pudo observar una ligera elevacion de
diarreas en épocas de verano para el Rotavirus (41 %) y en otofio para las
bacterias (33 %).

Se puede concluir que cuando el nifio presenta diarrea, vomito, temperatura
corporal alta, deshidratacién y en varios casos también rinitis es mas probable que la
diarrea sea por causa de Rotavirus que por bacterias.
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Se puede decir que los Rotavirus causan cuadros diarreicos severos que
requieren hospitalizacién, como también diarreas benignas que se manejan en forma
ambulatoria, con frecuencia variable, dependiendo de la edad del paciente, estados
de nutricién, tipo de alimentacién (leche materna ¢ industrializada) y/o la
coexistencia de otros agentes enterales, o enfermedades a otro nivel sobre todo del
arbol respiratorio.

En virtud de que se demostré que la técnica de ELISA Rotazyme para la
determinacién del Rotavirus es sensible y especifica, considero que es qtil en el uso
de estudios de cuadros diarreicos.
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Vil.- GLOSARIO DE TERMINOS

Disacaridos.- Aziucares como la lactosa, sacarosa, maltosa y galactosa.

Hiponatremia.- Como la situacién caracterizada por una concentracion de sodio
inferior a 130 mEqg/L en suero c.n. 136 - 145 mEq/L.

Osmolaridad.- Sérica como el nimero de particulas por litro, se puede calcular por

Glucosa (mg/dl) + BUN (mg/dl)
2 (Nameg/l) +

18 2.8

Rango normal: 285 - 295 mOsm/L

Rinitis.- Caracterizada por congestién vascular intermitente de la membrana
mucuosa nasal, permeabilidad anormal de las cavidades nasales.

Promedio.- Es un valor que es tipico o representativo de un conjunto de datos, como
tales valores tienden a situarse en el centro del conjunto de datos ordenados segiin su
magnitud, los promedios se conocen como medida de centralizacién.

Variacién o dispersion.- El grado en que los datos numéricos tienden a extenderse
alrededor de un valor medio.

Desviacién Tipica.- (S) Es la raiz cuadrada del cuadrado medio de las desviaciones
a la media, o raiz del cuadrado medio de las desviaciones.
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Coeficiente de variacién o coeficiente de dispersién.-

S

Coeficiente de variacion = ——— (desviacion)

X (promedio de datos)

Fontanelas.- Son unas pequeiias zonas no osificadas que estian en el craneo del
recién nacido. La fontanela anterior tiene forma de rombo y se localiza en la unién
de los dos parietales con los dos frontales. Generalmente se cierran entre los 12 y
los 18 meses de edad.

Llenado capilar.- Presionar con un dedo una zona de la piel, el drea pasara de un
color rosado a casi blanco. Una vez retirada la presién el color rosado debe
recuperarse en uno o dos segundos.
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