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I N TRODUUCECCTION

Un problema cotidiano en el quehacer médico, y sobre todo en -
el pediftrico, es el sindrome diarreico agudo. Este es uno de los -
principales causantes de la morbimortalidad en la poblacidn infantil-

de los palses no desarrollados, como lo es México. -

En los (ltimos doce afios se ha demostrado a través de trabajos-
¢linicos, epidemiclégicos e inmunoldgicos que uno de los agentes etdio

légicos de la diarrea aguda mis comin es el rotavirus. -

Dicha afeceidn se presenta con mis frecuencia en menores de cin
co afles, siendo mis importante entre los seis meses y los dos aflos. -
Su incidencia depende de la regién geogrifica y del clima. Por lo tan
to, en palses con clima templado la morbilidad se eleva en los meses-
frios, mientras que, en los de clima tropical o subtropical es cons--

tante en el transcurso del afio. -

El diagnéstico se puede suponer clinicamente por la triada hi--
pertermia, diarrea y vOomito, aungque hay bacterias que tienen similar-
presentacidn clinica. La participacién del rotavirus se puede demos--
trar sin lugar a dudas con microscopia electrdnica, pero, como es muy
costoso y requiere de personal experimentado, su uso esta limitado. -
En consecuencia, se han desarrollado otros métodos de laboratorio mis
factibles de utilizar. De estos, destaca la electroforesis del ARN vi
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ral, método sensible, especifico, sencillo y de costo no elevado. -~

Aaunque uno de 108 motivos comunes de atencidn en consﬁlta de ur
gencias y del area de hospitalizacién del servicio de pedlatria del -
Hospital General Tacuba es el sindrome diarreico, no se sabe realmente
la frecuencia de éste. Asi mismo, tampoco se conoce la frecuencla con-

que participa el rotavirus en la etiologia. -

El abordaje diagndstico de la dlarrea aguda que se supone cea de
origen viral, en todos los casos, se basa en la sospecha clinica y en-
examenss de laboratorio no especificos debido a que en el Hospital no-

se cuenta con los examenes ideales. -

Por 1o anterior, la mayor parte de los tratamlentos se basa en -
actitudes empiricas, y no es diffcil que en ocasiones se utilicen anti

bidticos y otros medicamentos en forma excesiva.



M ARCO T E ORTITZCO

Se ha estimado que aproximadamente 420,000 nifios menores de
cinco aflos mueren cada afio en América Latina, y que 1la mayor par—
te de 1as victimas tiene menos de un afio de edad (1). El sindrome
diarreico es responsable de 75,729 de estas mertes; las cifras -
de frecuencia de diarrea que se han comunicado han sido relativa-
mente bajas a causa de las deficiencias de registro estadistico -
que impera en algunos paises, No obstante, incluso estas cifras -
son suficientes para brindar cierta idea de la importancia de es-

te problema de salud (2). -

las diarreas continfian siendo en México la causa mas fre---
cuente de puerte en nifios menores de cinco aflos de edad (3). En -
1980 las enteritis constituyeron el 21% de los casos de enformeda
des transmisibles notificados a la SSA en toda la Repiiblica Mexi-
cana. En el Hospital Infantil de Mixico, se ocuparon 6,712 dias/-
cama por nifios con enfermedades diarreicas, lo que constituyé el-
9 % del total de dias/cama de ese hospital; el tiempo promedio de
estancia por paciente fue de 12 dias. En ese mismo afio, on el -
ISSSTE se ocuparon 58,000 dias/cama, con tiempo promedioc de estan
cia de ocho dias; 95 % del total vorrespondid a nifios menores de-
cinco afios y 87 % a menores de un afio. En el IMSS se ocuparon =~
305,952 dias/cama, con tiempos promedio por paciente de seis dias;
86 % de los casos correspondid a nifios menores de cinco afios y -

43 % a menores de un afio (4).



El sintoma diarrea suele ser una manifestacién comin a una -
amplia variedad de enfermedades del tubo digestivo que afectan a -
los nifios. Mientras en algunas entidades es de moderada intensidad,
en otras constituye la condicién dominante en el complejo sindromd
tico. La diarrea es causada por un gran nQmero de agentes generica
mente agrupados en: bacterianos, virales, parasitarios, c¢quimicos y
antigénicos. En ocasiones este sintoma ocurre como consecuencia de
alteraclones orginicas y fisioldégicas del tubo digestivo y sus a--
nexos, o blen es debido a anomalias inmunolégicas o a clertas ca--
racteristicas psicolégicas inherentes al huésped. El tlempo de avo
lucidén del episodio de diarrea suele ser el primer criterlo que -
tiene en cuenta el médico, con el propbsito de discriminar entre -
las enfermedades de corta duracidn y las de evelucidn prolongada.
La diarrea aguda se acompafla de manifestaciones compatibles con su
proceso infeccioso o con una intoxlicacidn alimentaria que se esta-
blece en un lapso de horas o en el transcurso de un par de dias. -
Con frecuencia se identifican algunos hechos epidemiolégicos que -
permiten reafirmar el diagndstico de una enfermedad diarreica agu-
da de origen infeccioso. Estas enfermedades ponen en juego comple-
jos mecanismes de defensa y ordinariamente son autoiimitados sin -
mis ayuda terapéutica que el mantenimiento del equilibrio hidrico
¥y electrolitico, el control de la fiebre, el emplec de una dieta -
apropiada y otras medidas generales. Antes de quince dias, la mayo
ria de 1os nifios normalizan su funcidn gastrointestinal, lo cual -
les permite consumir 1a dieta que acostumbraban en el ostadio pre-

vio a la enfermedad. In base a esta observacidn, se califica como
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diarrea aguda agquella que tiene menos de gquince dias de evolucldn
(5).

La importancia de las diarreas agudas en la infancia estid re-
lacicnada con su alta morbimortalidad y graves consecuencias, prin-
cipalmente desnutricidn, retardo en el crecimiento y nuerte en el-

peor de los casos (6).

Los procedimientos técnicos de diagnostico mds actualizados,
han demostrado que una proporcién importante de los episocdios de -
diarrea aguda en los nifios lactantes tienen origen virai (7,8,9, -
10).

La diarrea viral puede dividirse en dos grupos etioldégicos:
aquella producida por los rotavirus y la producida por agentes se-
mejantes a los virus Norwalk, actualmente se reconocen otros agen-
tes virales que parecen tener alguna participacién etiocldgica, ta-
les como los adenovirus, astrovirus, caliclvirus, coronavirus y -

los pequefios virus redondos (11).

be todos los gérmenes sefialados, los rotavirus son los agen-
tes causales mis frecuentemente involucrados en la diarrea aquda.
Estudios seroepidemiologicos demuestran que la infeccidn por rota-
virus afecta a nifios en épocas muy tempranas de la vida y es causa
frecuente de gastroenteritis adquirida 1;1trah05pit:alariamnte du--

rante internamientos prolengades {(12,13,14).



El nombre rotaviﬁls_es &eriv_ado de la palabra latina ro-
ta, la cual sigﬁifica .rl-.le_da y fue sugeridb por el aspecto que pre-
éenl:an en ia 'microécop{a electrénica, donde dan la apariencia de -
rueda o anillo roh capas poliﬁéphidas rodeando al virién que con--
tiene ARN de doé cadenas (15,16).

El rotavirus fue identificado incialmente en las diarreas de
ratones lactantes y en terneras, posteriommente en simios, cabras,
caballos, conejos, ciervos, antilopes y en aves, Los rotavirus det
horbre se descubrieron simultineamente en Australia, Inglaterra y

Canadd (17).

La existencia de estos virus fue scfialada primerc en 1973 -
por Ruth Bishop y sus colegas de Melbourne quienes encontraron una
lesién duodenal cencomitante con invasidn viral del cpitelio intes
tinal y con excrecién fecal masiva de virus durante el periodo a-
gudo de la enfermedad pero no durante la convalecencia. Poco des-—
puds, estudios inmunitarios con técnicas fluorescentes y la infec-
cidn de un voluntario mostraron participacidn difusa del epitelio-
de las vellosidades intestinales. Casi todos los demis estudios 52
fialan una relacidn estrecha entre la excreclén de rotavirus y 1a -
diarrca aguda en los lactantes. Sin embargo, informes de Francia -
sefialan que un nimeoro importante de nifios asintomiticos climinan -
rotavirus en sus deposiciones. Otro hecho curiose observado en va-
rios centros hospitalarios y no aclarado del todo, es la excrecidn
fecal de particulas de rotavirus por recién hacidos asintomiticos-

(18). 6



Los rotavirus se clasifican como un nuevo género en la fami-
1ia reaviridse. Esta familia comprende seis distintos génerost reo
virus, orbivirus, rotavirus, phytoreovirus, fujivirus y un grupo -
de virus citoplismicos polihédricos afin sin nombre. Los rotavirus-
son antigénicamente diferenciablies de los reovirus por £ljacién de
ccomplemento ¥ electromicroscopia inmune, del reovirus tipo 1 por-
neutralizacién, de reovirus tipo 2 y 3 por radioinmunoensayo, de -
un gran nimero de orbivirus por fijacién de complemente y del virus

de la lengua azul por electromicroscopia inmune {19).

Los rotavirus tienen una apariencia morfoldgica distintiva -
por tincién negativa con microscopia electrdnica. La particula com
pleta tiene una doble capa de cipsides y mide 70 nm de diémetro. -
Las part{culas completas también se designan como particulas lisas
porque el margen externo de la pared del capside exterior tiene u-
na apariencia circular lisa bien definida. Particulas de armazdn -
simple que miden 55 nm de didmetro se designan come particulas i--
rrequlares por la falta de capa lisa externa y los capsdmeros del-
cipside interno se proyectan a la periferia dando una apariencia -
clircular. El nicleo de forma hexagonal mide 37 nm de diametro. -
la particula completa con sus dos capas L {ligera) y D (densa) es-
infectiva, cuando se plerde la parte polipeptidica externa, gqueda-
una particula simple D no infectiva, conservando su capacidad de -
revertir dentro del ciclo de réplica viral hacia una particula {n-
tegra. La infectividad del rotavirus se puede aumentar mas de 100-

veces cuando se exponen a la accidén de la tripsina, propliedad que-
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ahora se utiliia para propagarlos en cultivo de células de rifién de-
wono; la tripsina rompe la estructura del polipéptido L en dos frag-
mentos que permanecen anclados al virién facilitando su conversién-—-
de L a D. Esta aceifn se presenta durante la ingestidn y paso intes-

tinal de los rotavirus en la infeccién humana (16,19).

El genoma del rotavirus contiene 11 segmentos de doble cadena-

de ARN con rangos de peso molecular de 2 x 10° a 2.2 x 106 daltong.—

la estimacién del peso molecular de log 11 segmentos es de 11 x 108

aldx 106 daltons. Los segmentos del ARN caen dentro de 4 clases -
de tamafic basadas en la longitud del contorno medidas por microsco--
pia electrdnica. la distribucidn de los 11 segmentos dentro de estas
4 clases de tamaflo se muestra por electroforesis del ARN con gel -
de poliacrilamida. Estos segmentos de ARN se numeran en orden de mi-
gracidn durante la electroforesis, con el segmento mids lento de RNA

designado 1, etc. Hay cuatro segmentos largos, dos de tamafio medlo, -
tres segmentos pequefios y dos segmentos muy pedquefios. En el genoma -
viral cada molécula contiene un mensaje monocistronico expresindose-
en un polipéptido viral. Uno de ellos es una glicoproteina, que re-—
presenta la proteina mayor de la cipside superficial y es recponsa--
bie de la produccién de anticuerpos neutralizantes (el segmento 8 co
difica para la sintesis de esa glicoproteina). En esta regién se en-
cuentra la clave de la diversidad antigénica de los rotavirus y como
es de suponer, ahi podria encontrarse la respuesta para la produc--——
cién de una vacuna. Ademis de ios antigenos serotipicos especificos,

los rotavirus poseen un antigeno comin de grupo, demostrado por di—-
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ver;sas téenicas, fundamentalmente las de tipo ELISA. El seémento 4 -
del genoma es responsable de producir hemaglutinacién de globulos ro-
jos O humanos; igualmente codifica para la accifn de la tripsina, -
siendo responsable de la restriccién del crecimiento en cultivo de te

jido no adiclonado de esa enzima (16). -

Las especificidades antigénicas de los rotavirus determinadas -
por las pruebas de fijaci6n de complemento, ELISA e inmuncadherencia-
los divide en subgrupos, mientras que la valoracidén de anticuerpos -
neutralizantes los clasifica en serotlpos. Se conocen dos subgrupos -
que son determinados por la migracidn electroforética de los segmen--
tos 10 ¥ 11 de ARN. El subgrupo 1 corresponde a migracidn “corta" y -
el subgrupo 2 a migracién "larga"; esto nos permite tipificar electro
foréticamente las cepas prevalentes en una comunidad o en un medic -
particular, durante un pericdo determinado. No se ha podido estable--
cer una correlacién entre el subgrupo antigénico y la virulencia. Se-
conocen cuatro serotipos de rotavirus humano. Dos de éstos ocurren en
animales. Los serotipos 1 y 3 son los agentes que con mayor frecuen--
cia son identificados en casos humanos, pero todavia ne se ha aclara-
do totalmente la relacién que existe entre virulencia, resistencia -
del huésped, distribucién geogrifica y serotipo. Log antlcuerpos séri
cos al rotavirus se encuentran en el 90 % de los nifios de dos afios es
tudiados en diferentes partes del mundo. Aunque no se sabe hasta que-
grado es protectora esta reaccién inmunitaria, se ha observado que en
un mismo nific pueden ocurrir infecciones sucesivas con diferentes ce-
pas. As{ misma, nifios eon inmunodeficiencias combinadas pueden tener-

grandes dificultades para difundir el virus (17,18).
)



Los rotavirus son muy resistentes a las altas temperaturas, pH-
&cido, solventes de 1ipldos y detergentes no ifnicos. El cloro es re-
lativamente ineficaz como inactivador de los rotavirus, mientras ¢que-

el etanol al 70% o mis es muy eficaz (17).

Los rotavirus se han detectado en cualcuier parte del mundo -

donde se han buscadeo (20).

los rotavirus muestran un consistente patron estacional de in--
fecelén en pafses desarrollados, con picos en los meses frios de cada
afic (19,21,22,23,24,25,26,27). En paises como México se observa duran

te todo el afio, con ciertc aumento durante el invierno (16,28,29,30).

La gastroenteritis por rotavirus es generalmente una enfermedad
de recién nacidos y menores de cineo afios. La frecuencila de infecclio-
nes por rotavirus va del 20 hasta el 50% de los casos de gastroent.eri
tis. Los datos de estudios obtenidos en poblacién ablerta son muy es-
casos y de acuerdo con la informacidn en diferentes ciudades del mun-
do, la frecuencia de rotavirus en una comnidad que presenta casos de
diarrea es de aproximadamente 10 a 25 %, similar porcentaje obtenido-

en poblaciones de la Rep(blica Mexicana (17,29.30,.31).

La propagacién de la enteritis por rotavirus humano es de perso
na a persona y propablemente fecal-oral. La dureza o resistencia del-
virus es impresionante, ya que éste conserva su virulencia mucho des-
pués de haberse diseminado, coms lo demuestra su capacidad para prove
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car infecciocnes nosocomiales después de haber permanecido durante lar

gog periodos so;bre los enseres, paredes Y pisos del hospital (18).

En cuanto a las caracteristicas clinicas, el modelo de los sin
tomas experimentados por un nifio pequefic en reaccidn al primer contac
to con el rotavirus humano es mis bien uniforme. La gravedad de los -
sintomas y su efecto sobre el nifio varian mucho ya que dependen de nu
merosas variables como la extension de la lesién intestinal, la resis
tencia y las reservas del huésped Dos dias después del contacto con -
el virus se observa febricula, anorexia y generalmente vémitos que -
pueden durar hasta 4B horas. La dlarrea acuosa y el colico empiezan -
al sequndo dia y duran unos seis dias. La eliminacidn fecal puede ser
masjva y provocar una rapida deshidratacidn que puede ser mortal, y -
desequilibrio acidobisico. Los signos fisicos de deshidratacién, per-
dida de peso corporal, disminucién de la turgencia cutanea, fontanela
¥y ojos hundidos, pueden aparccer antes que uno se de cuenta de la dia
rrea, puesto que las heces liquidas pueden acumularse en la luz in--
testinal o pueden ser confundidas con orina en los pafiales. Durante -
la fase aguda de la enfermedad, 1la auscultacién del abdomen revela -
ruidos intestinales hiperactivos. Cuando es dificil evaluar la grave-
dad, el examen rectal puede ser muy Gtil al proporcionar una estima--
cidn instantapea de la consistencia y volumen de las heces. Aunque, -
por lo general, el examen de estas heces revela pocas cosas, Sangre o
exudado celular, pueden encontrarse sustanclas reductoras. Lo tiplco-
es que la enfermedad cure espontidneamente al cabo de cuatro a diez -
dias, con estabilizacitn de la diarrea durante el sexto dia, o antes,
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Yy regreso proyresivo del apetito y de la actividad normal. Los datos-
de laboratorio provenientes de diferentes pacientes muestran concen--
tracidn mis elevada de Na+ en las heces con deshidratacién isoténica-
¥ niveles reducidos de bicarbonato en plasma. Los nifios my graves, -
sobre todo los lactantes, pueden presentar hipernatremia o hiponatre-
mia mortal con acidosis considerable. Si el nific estuvo ingiriendo be
bidas hiperosmolares (refrescos comerciales, agua de gelatina, jugos-
de fruta no diluidos} o scluciones con contenido muy elevado de sal -
(algunas sopas enlatadas, leche hervida durante mucho tiempo). la pro
babilidad de hipernatremia aumenta considerablemente. Los indices he-
matoldgicos estandar pueden altecarse por la deshidratacién y en algu
nos casos ge observa un pequefio aumento de la actividad de la transa-

minasa sérica (17,18,32,33,34,35).

El lactante es el mis vulnerable a esta enfermedad, pero en el-
recién nacido los sintomas pueden ser muy leves o ausentes en presen-
cia de excrecidn del virus en las heces. En los adultos, el rotavirus
raras veces provoca diarrea grave y, por lo general, los sintomas son
menos intensos cue en los nifios, quizd porque casi todos ya desarro--
Lllaron antes una reaccidn inmunitaria a la Infeccidn. Los rotavirus -
pueden producir una infeccidn sintomitica cronica en nifios inmunodefi
clentes con una excrecidn prolongada del virus. Este mismo fendmeno -
&2 ha observado en pacientes que han sufrido transplante de médula &-

sea (17,18).

El diagndstico de la infeccidén por rotavirus en humanos se hace
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por la demostracién del virus en las heces o empleando métodos serold
gicos. La :ﬁicroacopla electrfnica es la téenica original de diagndsti
co y es el método que se mantiene como estandar para valorar la efica
cia de otros métodos. Otro método empleado es la inmunomicroscopia e-
lectrénica. Estos métodos requieren de tiempo y experiencia y solaren
te pueden gser examinadas un nimero limitado de ruestras por dia. Tam-
bién ge utiliza la inmunoflucrescencia para detectar la presencia de-
antigeno viral en el tejido infectado. Cuando Se encuentra presente -
un gran nimere de particulas virales en heces diarrelcas, los métodos
inmunolégicos para la busqueda del antigeno ofrecen excelentes resul-
tadss. De egtas técnjcas se tienen: fijacién de complemento, inmuno--
fluorescencia directa modificada, contrainmunoelectroforesis, electro
foresis del ARN viral, radioinmunoandlisis y el analisis inmuncenzimi
tico.Los dltimos cuatro métodos son sensibles y especificos, as{ co--
mo también de mayor valor practico para su realizacién en el laborato
ric de un hospital. Reclentemente se han desarrollado dos nuevas téc-
nicas para la investigacidn de antigenos y anticuerpos de rotavirus:-
la prueba de aglutinacién en litex, y el empleo de anticuerpos mono--

clonales en pruebas de neutralizacién (9,17,36,37,38,39,40).

De los métodos seflalados anteriormente, el gue ofrece una alter
nativa bastante favorable para identificar la presencia de rotavirus-
en materia fecal, sobre todo para centros hospitalarios con escasos -
recursos, es la electroforesis del ARN viral pues tiene un {ndice de-
sensibilidad y especificidad elevadas, del orden de .94 y .98 respec-
tivamente: ademis de constituir un mdtodo sencille, rdpide y econdmi-

co (37). 13



La eleéﬁroforesis del ARN viral es una técnica ripida de diag—
nostico de la diarrea causada por los rotavirus, Estd basada en la -
deteccidén del genoma viral conformado por once moléculas de ARN de -
distintos tamafios. Esta (ltima propiedad permite identificar el geno-
ma de los rotavirus por el patrdn caracteristico que rinde al ser se-
parado por electroforesis en gel. La electroforesis del ARN viral per
mite una caracterizacién parcial del rotavirus y la identificacién de
los para-rotavirus que no es posible reallzar con los otros equipos -

de diagndstico basados en técnicas inmunoldgicas (40}.

la electroforesis del ARN viral en gel de poliacrilamida y tin-
€idn con nitrato de plata, de acuerdo a la técnica de Merril, se rea-
liza como sigue: La extraccidn del ARN viral se efectua al diluir las
heces (0.2 g} con volumenes igquales (100 mcl) de amortiguador diarup-
tor {SpS 6% beta-2-mercaptoetanol 0.6%, EDTA 0.036 M), fenol bidesti-
lado con TE (Tris 10 nM,EDTA 3 mM} y cloroformo: iscamilico (24:1). -
La muestra se homogeniza y centrifuga a 1,500 rpm durante 20 minutos-
a temperatura ambiente. Se obtienen 50 mcL de la fase superior y se -
mezela con agarosa al 1% con xylene cyanol al 0.05% (proporcidn 2:1)-
Y 25 pel de cada muestra se tolocan en sehdos pozos de gel de polja--
crilamida al 10% El corrimiento electroforético se realiza con inten
sidad de campo constante, con una corriente de 150 voltios a tempera-
tura ambiente, durante 90 minutos utilizande el amortiguador tris-gli
cina. Posteriormente, el gel se tifie con nitrato de plata 0.011 My -
se revola con hidréxido de sodio (NaoH) 0.75 M y formaldehido 0.037%-
Ia reaccidén se detiene con Acido acético al 5%, al aparecer las ban--

das caracteristicas del ARN viral en la muestra control.
14



HIPCTESIS, JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El presente trabajo pretende demostrar que el rotavirus se-
presenta en lactantes con diarrea aguda, atendidos en el Hospital Ge-
neral Tacuba del ISSSTE, con la frecuencia reportada en la literatura
nacional e internacional, afin en primavera y verano debido a que el -
clima en la Ciudad de México no es tan marcadamente diferenciado como
en otros sitios; el rotavirus se transmite por via fecal-oral y es a}l

tamente resistente a temperaturas elevadas,

Asi mismo, se pretende demostrar que la practica de la electro-
foresls del ARN viral como método diagndstico es un procedimiento (--

til, sencillo y necesario en nuestro Hosplital.

Conocer la etiologia de un cuadro diarreico producido por -
rotavirus mediante electroforesis del dcido ribonucleico viral permi-
te: Evitar quedarse en el diagnéstico clinico por carecer de estudios
mis sofisticados; profundizar en los aspectos epidemiolégicos del pa-
decimiento; deducir la evolucidén del mismo; e indicar un tratamiento-

adecuado.

La utilizacldén de la rotaforesis en el Hospital General Tacuba-
significar{a instituir un método que no tiene precedente y que seria-
determinante para el manejo de la diarrea de tal etiologia, por ser —
un método ripido y de coste similar al de cultivos bacterianos, y per

que evitaria usar injustificadamente antimicrobianos y otros farmacos.
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Para el Instituto, lo anterior, se reflejaria en una disminu---

cién del gasto en medicamentos innecesarios, y en el paciente el evi-

tar complicaciones por su utilizacién.

Para el pais, como todo tipo de investigacién, influlr en su de

Bsarrollo Yy progreso; y desde el punto de vista econémico, contribuir-

a la utllizacién racional del presupuesto piiblico.

En consecuencla,se emprendid el presente estudio con la in-

tencién de confirmar las metas previamente seflaladds, teniendo como a

poye los siguientes cobjetivos:

l.=

3.-

Reglstrar la frecuencia de presentacién del rotavirus en menores
de dos afios enfermos de diarrea aguda.

Demostrar que en nuestra Ciudad la diarrea por rotavirus no se -
presenta (nicamente en las estaciones de otefio e invierno.
Corroborar que la impresién clinica nos puede orientar hacia una
probable etiologia viral en nifios con diarrea aguda.

Corroborar que en la diarrea aguda por rotavirus no hay altera-—-
clones importantes en la férmula roja y en el examen de las he--
ces. ‘

Establecer la posible relacifn de la diarrea por rotavirus con u
na de etiologia bacteriana o parasitaria.

Contribuir a la informacidn epidemioldgica de la diarrea aguda -
por rotavirus.

Verificar la factibilidad de la electroforesis del ARN viral, y-

16



8.~

su necesidad real en el Hospital General Tacuba y/o en los hos--
pitales de la Institucidn.
Establecer la utilidad de la rotaforesis en el Hospital General-

Tacuba y/0 en los hospitales de la Institucién.
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MATERIAL Y METODOS

En forma prospectiva, transversal, descriptiva y abierta, -

durante un periocdo de siete meses, de marzo a septiembre de 1989, se-

estudiaron 99 pacientes que fueron atendidos en el Hospital General -

Tacuba del ISSSTE.

3.~

Loz
l.-
2.

3.~

criterios de inclusidn fueron:

Pacientes lactantes no mayores de dos afios.

Evidencia clinica de diarrea aguda de menos de quince -
dias de evolucidn.

Procedentes del servicic de urgencias pediftricas o del a-

rea de hospitalizacidn de pedlatria.

criterios de2 exclusibn fueron:
Pacientes con edad mayor a la sefialada.
Cuadro clinico de diarrea de evolucién prolongada.

Evidencia de enfermedad intercurrente.

A su ingreso al hospital o durante su estancia, se les tomd -

muestra (nica de sangre y materia fecal para efectuar biometria hemi-

tica, busqueda de sangre en heces, determinacifn de pH y azucares re-

ductores en heces, leucocitos en moco feral, amiba en fresco y copro-

cultivo.

Se 1levd a cabo registro culdadose de cada paciente, anoctando —

edad, sexo,peso, ¥ resumen clinico especificando 1las caracteristicas-

18



de las evacuaciones.

La deteccidn del rotavirus se reallzd a través de la identifica
cién del ARN viral medlante electroforesis en gel de acrilamida, de -
acuerdo a la. técnica del Instituto Naclonal de Higiene. Los equipos -
de rotaforesils fueron proporcionades, sin costo alquno, por dicho Ins

tituto.

El equipo de rotaforesis es un equipo de diagndstico para rota-
virus basado en la deteccidn directa de su dcido ribonucleico. E1 ARN
de estos virus consiste de 11 moléculas de distinto tamafic que dan un
patrén caracteristico de bandas después de una electroforesis en gel-
de acrilamida.

MATERIAL INCLUIDO EN EL EQUIPO

Un frasco con 5 ml de solucidn desintegradora ASX.

Un frasco con 12 ml de solucidn extractora del ARN BIX.

Un tubo de ensayo con 3 ml de solucidn gelificadora CIX.

Un frasco con 28 ml de solucidn amortigquadora para electrofore-

sis D10 X.

Un frasco con 28 ml de solucién fijadora E1O X.

Un frasco coh 3 ml de solucidn para tincidn F100 X.

Un frasco con 3 ml de solucidn reveladora G 125 X.

Un frasco con 1.5 ml Control positivo (1isado de virus cepa -

SAll).

Una cimara de electroforesis,

Dos placas de grafite
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Dos terminales {bananas)

Una caja con 5 geles y 2 separadores.

EQUIPO, REACTIVOS Y MATERIAL NECESARIQC QUE DEBE TENER

EQUTPQ:

REACTIVOS Y

= N HF W

=

EL, LABORATORIO PARA LOS ENSAYDS

20 tubos de ensayo de 10 x 100 mm

Pipetas de 1 ml

Pipetas de 5 mlL

Baflo de agua de temperatura constante
Probetas de 50 y 100 mb

Recipiente de vidrio de fondo plano

1 Par de guantes desechables o de hule limpios
10 Pipetas Pasteur o plpetas de 1 mb

1 Espitula

Fuente de poder (voltaje 0-500 voltios, con

crondmetro).

1 Agitador (vortex)

Centrifuga

Mechero de Bunsen

1 Soporte universal

3 Gradillas

SOLUCIONES
Aqua destilada libre de cloruros (no debe formar preci-

pltado con una gota de solucién F que contiene Nitrato-

de plata).
20



A

l.-

3.~

Solucién de NaCl al 0.85 %.
Cloroformo Reactivo Anal{tico
Solucién de NaoH al 3 % .

Acido acético al 1 %.

DESARROLLO DE LA  TECNICA
PREPARACION DE LAS MUESTRAS
Preparar dos series de tubos de engayo y numerarlos del 1-
al 10,
Colocar en la primera serie de tubos numerados del 1 al 9-
0.4 ml de una solucidn ASX diluida 1:5 en agua destilada.-
Al tubo nimero 10 agregar 0.2 ml de la solucidn anterior.
Agregar a cada uno de los tubos del 1 al 9 una gota (0.05-
ml) de cada muestra correspondiente de heces diarréicas. -
En caso de que la muestra presente consistencia mas o me--
nos sé6lida, agregque una gota de una suspensién preparada -
al 50 % en sol. NaCl 0.85 %. Al décimo tubo adicione 0.2 -
ml de Control positivo.
Rgregar 0.2 ml de solucidn BIX a todos los tubos.
{iPrecaucién! ya que la solucidén contiene fenol y es caus-
tica).
Agitar vigorosamente durante 1.5 minutos (de preferencia -
en un vortex) cuidande que el fenol y la fase acuosa cons—
tituyan una emlsidn fina.
Agregar 0.2 ml de cloroforn;o a todos los tubos y agltar vi

gorosamente durante un minuto.
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6.

7=

B.

2.-

Centrifugar a 1, 500 rpm duranl:.e 10 minutos. Despues de la -
centrifugacinn deben obl—.enerse dos fases y la fase superior
debe astar clara.

Tomar 0.15 ml (tres gotas) de la fase acuosa superior de ca
da tubo y colocarle en el tubo correspondiente de la sequn-
da serle. ‘
ELECTROFORESIS

Poner a fundir el medio gelificador CIX en bafic de agua hir
viendo {la fusién completa tarda aproximadamente 15 min).
Colocar la sequnda serie de tubos conteniendo las muestras-
correspondientes en bafio de agua a 60°C con el objeto de -
mahtenerlos a 1a misma temperatura del medic gelificador. -
Adicionar 0.05 ml (una gota) de solucidn CIX {bien fundida)
a los tubos mantenidos a 60%C.

Sacar el gel de su bolsa, poner los separadores de tefldn -
entre los vidrios a ambos lados del gel cuidando que queden
perfectamente adosados, (Asegurarse que 1los geles no rebasen
la fecha de caducidad).

Con una pipeta Pasteur poner las muestras en los pozos del-
gel de acrilamida (cuidando de no derramar muestra en los -
pozos adyacentes).

Después d\e unos cinco minutos comprobar que las muestras -
han gelificado inclinando el gel. Una vez solidificadas las
muestras, colocar el gel en la cimara de electroforesis, de
tal manera que los pozos del gel queden crientados hacia u-

no de 10s electrodos de la cimara.
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Agregar 50 ml de solucién DIOX a la cimara diluida 1:10 en
agua destilada. Eliminar las pequeflas burbujas golpeando o
moviendo suavemente el gel. El gel debe quedar totalmente-
cubierto con la solucién DIOX diluida y ésta debe hacer -
contacto con los electrodos.

Conectar los electrodes. Fl electrodo (-) al lado de los -

pozos y conectar la fuente de poder fijando la corriente
eléctrica a 100 volts. El colorante debe migrar hacia el -
polo (+) a una velocidad de 1 - 2 cm en 30 minutos aproxi-
madamente.

Continuar la electrofcresis hasta que todo e]: colorante -
haya salido del gel. También puede utilizarse voltaje has-
ta 150 como miximo para obtener resultados mis répidos, pe
ro esto deforma ligeramente el perfil de bandas. Si se de-
sea se puede-usar voltajes menores, la inica consecuencia-
serd que la electroforesis tardari mis.

TINCION

Usar guantes limpios para manipular el gel, la tincién que
se utiliza es muy sensible y tefiird sus huellas digitales-
51 toca el gel con sus dedos.

Una vez terminada la electroforesis levantar uno de los vi
drios con una espdtula, cortar una esquina del gel para in
dicar donde quedd colocada la muestra 1.

Poner el gel en un recipiente de vidric de fondo plano y -
lavar por 30 minutos con solucidén E10X diluida 1:10 en a--
gua destilada {50 mi).
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2.~ Retirar completamente la solucién El10X diluida, lavar por-
30 minutos con 50 ml de solucidn F100X diluida 1:100 en a-
gua destilada.

3.~ Retirar’la solucién F y enjuague con agua destilada 2 a 3-
vaces,

4.~ Agregar 50 ml de solucién G125X diluida 1:125 en NaOH al -
3 %. Agite ocasiocnalmente. Una vez que aparezcan bandas en
su control positivo retire la solucidn.

5.- Detener la reaccidn con dcido acético al 1 % diluido 1:100
en agua destilada (50 mi).

6.- Enjuagar el gel con agua destilada y si se desea guardarle
consérvelo entre los mismos vidrios.

D. INTERPRETACION
La prueba se considera positiva {si hay presencla de rota-
virus) en cualquier muestra donde se cobserven al menos las

cuatro primeras bandas.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados mediante la prueba de la mediana y -
la prueba estadistica no paramétrica X% asf como por los intervalos -

de confianza,
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R E S U L T A D O §

Se estudiaron noventa y nueve pacientes en la forma estable-
cida. Ochenta y seis fueron lactantes, treinta y cinco femeninos y cin
cuenta y uno masculinos. Trece fueron reclén nacidos, cinco femeninos-

¥ ocho masculinos.

Se encontrd positividad a rotavirus en 22 de los 99 nifics estu--
diados, 1o cual corresponde a una frecuencia de 22.2 % (nueve femeni--
nos ¥ trece masculineos, relacidn F/M = 1:1.4). Veinte correspondieron-
a lactantes (B femeninos y 12 masculinos, relacidn F/M = 1:1.5) lo que
representa el 23.2 % de su grupo de edad, Dos fueron reclén nacidos -
{uno por sexo) con frecuencia de 15,3 % para su grupo de edad (cuadro-
1, figura 1). Al analizarlos en términos de intervalos de conflanza al
95 % de significancia, los intervalos reportados en base a este estu--
dio (14.2%, 32% para lactantes, -43%, 34.8% para recién hacldos, y 14%,
30.4% para el total de pavientes), contienen punteos del intervalo re--
portado en la literatura nacional e internacional. Es de esperar que -
al incrementarse el tamafio de la muestra se reduzca la amplitud de los
intervalos, quedando su valer central entre 22 y 23%. Por otra parte,-
no se encontrd t:orx'elz;cién entre sexo ¥ edad. La incidencia de rotavi-
rus en funcidn de la edad, muestra una incidencia mayor en los grupos-
de 1 a 12 meses de edad, con una mediana de 7 meses de edad (cuadro 2,

figura 2).

Los casos positives a rotavirus se presentaron en todos los me--
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Cuadro 1
INCIDENCIA DE ROTAVIRUS EN
NINOS CON DIARREA AGUIRA

POR CATEGORIAS

Grupos de Casos  Estudiados Casgs Positivos
edad M F T M F T %
Recién nacidos+ a 5 13 1 12 153
Lactantes* 51 a5 86 12 8 20 23,2
TOTAL* 59 40 99 13 9 2 222

+ Int. de conf.= -43%, 34.9% * Int. de conf.= 14.2%, 329
+* Int. de conf.= 14%, 30.4%  X°= -0.74
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CATEGORIAS
M= masculinos 22.0 % RN= recién nacidos 15.3 %
F= femeninos 22.5 % L = lactantes 23.2 %

T= total 22.2 %

Fig. 1.- Frecuencia de incidencia de diarrea aguda por
rotavirus en nifios atendidos en el Hospital General Ta
cuba del ISSSTE ge la Ciudad de México, de marzo a sep
tiembre de 1989; presentada por categorfas.



Cuadro II
DISTRIBUCION DE  PACIENTES CON
DIARREA AGUDA POSITIVOS A ROTAVIRUS

EN GRUPOS  ETARIOS

Grupes de edad P P R ] %
{meses) F M T

- de 1 1 1 2 9.0
1l a 6 3. 5 B 36.3
7 a 12 2 5 7 . 3l.8
13 a 18 1 1 2 : 5.0
19 a 24 2 1 3 13.6
TOTAL ] 13 22 100.0

Pf'R = Pacientes positivos a rotavirus.
Mediana = slete meses de edad,



% DE PACIENTES INFECTADOS

S0

40

I+

20

10

-1 l -6 7-12 13 -18B 19 - 24
GRUPOS ETARIOS EN MESES

Fig.2.- Frecuencia de pacientes, por grupos etarios,
con dlarrea aguda por rotavirus, atendidos en el Hos-
pital Geperal Tacuba del ISSSTE en la Ciudad de Méxi-
©0, do marZzo a septiembre de 1989.



ses del estudio, con excepcidn del primero, y la distribucibn de 1a -
frecuencia relativa de estos casos en el lapso del mismo fue mayor al-

inicio de la primavera y al final del verano (cuadre 3, figura 3). =

El sindrome diarreico en los pacientes con rotavirus tuve como -
manifestaciones predominantes: hipertermia (86.3 %) en valores prome--—
dio de 37.89C y una duracidn de dos dias; evacuaciones disminuidas de-
consist:encia (72.7 % + 22.7 %) de aspecto liquido y semiliquido, no -
mal olientes, en nimero de 4 a 10 al dia, con sangre en los casocs en -
los que participd Entamoeba histelytica en la etiologia de la diarrea-
Y en ningiin caso en los que el rotavirus fue el {inico causante, la m-
cosidad se presentd con escasa frecuencia y sin relacidn significativa
con el germen patdgeno: vomito en 63.6 % y deshldratacién en el mismo-
porcentaje. Un paciente presenté crisis convulsivas simples, relaciona

das a la hipertermia. (cuadro 4, figura 4}.

En todos los paclentes positivos a rotavirus en los que éste fue
el ifinico causante, el recuento de leucocitos en moco fecal resultd ne—

gativo. En ningln paciente sc manifestd intolerancia a disacdridos. -

los resultados de la biometria hemitica no mostraron alteracio--
nes con respecto al recuento de leucocitos en todos los cases en los -
que el rotavirus fue el {inico causante de la diarrea. Se presentd leu-
cocitosis a expensas de los neutrdfilos en los casos en los que hubo -
participacién bacteriana. En seis casos se encontraron cifras de hemo-

globina por abajo de 1o normal, sin relacidn alguna con el padecimien-

to. 26



Cuadro III
INCIDENCIA DE CASCS DE DIARREA
AGUDA  POSITIVOS A ROTAVIRUS

POR MESES

Meges N® de casos %
Marzo [4] 0.0
Abril 5 22,7
Mayo 5 22.7
Junio 1 4,5
Julio 2 9.0
Agosto 5 22,7
Septiembre q 18.8

TOTAL 22 ' 100.0
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Fig.3.- Frecuencia relativa de casos de diarrea aguda por rotavirus
en nifios atendidos en el Hospital General Tacuba del ISSSTE en la
Ciudad de México, de marzo a septicmbre de 1989.



Cuadro IV
FRECUENCIA DE SINTOMAS EN 22 Niflps
CON DIARREA AGUDA PRODUCIDA POR ROTAVIRUS

S{ntomas N2 de pacientes %
Hipertermia 19 . 86.3
Evacuaciones 1iguidas 16 72.7
vémito 14 ' 63.6
Deshidratacién 14 63.6
Mucosidad 8 36.3
Evacuaciones semiliquidas ' 5 22.7
Sangre en heces 5 22.7
Evacuaciohes semisdlidas 1 . 4.5
Convulsiones 1 4.5

T O TAL a2 . 100.0




Hipertermia

Evacuaciones 1iquidas

Vomito

Deshidratacidn

Mucosidad

Evacuaciones semiliquidas

Sangre en heces fecales

Evacuaciones semisdlidas D

Convulsiones D

Fig.4,- Frecuencia de sfntomas en 22 nifios con diarrea aguda por rotavirus, a-
tendidos en el Hospital General Tacuba del ISSSTE en la Ciudad de Mixico, de -
marzo a septiembre de 1989,



En ocho casos se encontré coparticipacién de otros gérmenes patd
genos en la etiologfa de la diarrea: en uno Se encontrd ademis del ro-
tavirus, Escherichia coli y Entamoeba histolytica; en cuatro E. histo-

lyticar y en tres, Escherichia coli. -

En cuanto al material necesario para el desarrolle de la téenica,
no se tuvo ningin problema debido a que fue proporcicnado por el Insti

tuto Nacional de Higiene y el laboratorio del Hospital. -

Con respecto a la técnica, se hacen las siguientes consideracio-
nes: por cada gel de acrilamida solo se pueden procesar nueve muestras;
el tiempo promedio que se utiiliza, es de seis horas; requiere de una -
persona para su ejecucién; para manipular los geles de acrilamida, es-
mejor utilizarlos inmediatamente después de sacarlos del refrigerador;
para eliminar el liquido conservador y las burbujas de aire presentes-
en log pozos del gel de acrilamida, se obtienen buenos resultados cuan
do se extraen con agujas de 20 x 32 mm en jeringas de tuberculina o in

sulina.
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DI SsScUSsSTIO0ON

Después del descubrimiento de los rotavirus en 1973 por Bishop—-
y col. {41}, se ha demostrade plenamente la importancia de estos virus
como causantes de la diarrea aguda en todo el mundo {(12,13,14,20). La-
incidencia de diarrea aguda por rotavirus de 22.2% encontrada en este-
estudio, es similar a lo reportado en los palses en vias de desarrollo
o desarrollados (41,42,43,44), y similar a lo reportado en la Repiibli-
ca Mexicana (25,29,45). -

n este estudio, la mayor incidencia de diarrea aguda por rotavi
rus se presentd en 1os pacientes incluidos en les grupos etarios de 1-
a 12 meses con aumento de la frecuencia a partir de los cinco mases, -
lo que es similar a 1o reportado en la literatura nacional e interna--
clonal (25,29,41,42,43,44,45),

4

Solamente el 15.3 % (2 de 13 ¢ascs) de los recién nacidos presen
td rotavirus, lo cual como hallazgo esporddico es normal ya que en la-
mayoria de los recién nacldos portadores de rotavirus la infeccién es-

asintomitica (25,44).

No se encontrd una diferencia significativa por sexos. En las -

series reportadas se afectan por igual (25,29,30,42,44).

La deteccidn de rotavirus en los meses de abril, mayo, agosto y-
septiembre encontrada en el estudio, difiere de 1o reportado en la 1i-

teratura nacional (25,29,30,45). Es probable que la ineidencia encon--
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trada se deba a los slguientes factores: el estudio no abarcd el resto
de los meses del afio, 10 cual nos impide saber si la frecuencia encon-
trada es menor a la que se presentarfa en los meses con mis frio; la -
polucién en la ciudad de México es de tal magnitud, que se tienen va--
riaciones climiticas importantes durante todo el afio, favoreciendo una

alteracién en el patrén estacional de l1a infeccién por rotavirus. -~

Las observaciones hechas en este estudio apoyan la idea de que -
el cuadro clinico por s{ solo no es suficiente para llegar a un diag——
néstico etioldgico de certeza en los casos de diarrea aguda por rotavi
rus. Pero, la alta incidencia de hipertermia (86.3%}, evacuaciocnes dis
minuidas de consistencia (95.4%) y vomito (63.6%), asociados a la edad
de los paclentes, pueden ser de utilidad en el diagndstico de diarrea-

aguda por rotavirus. -

El examen de la férmila blanca en la biometria hemitica no mos--
tré alteraciones significativas en todos los cascs en que el rotavirus
fua el causante de la dlarrea aguda, de manera gsimilar a lo reportado-
en otros estudios (25,29,42,44)}. Tampoco se encontraron alteraciones -
en el examen de la heces en los casos de diarrea aguda producida Gnica
mente por rotavirus, similar a lo sefialadeo en 1la literatura (25%,28,29,
42,44). 5S¢ encontrd leucocitosis en los casos en 1os que 8¢ asocid a -
la etiologia Escherichia coli, y se encontrd sangre en heces cuando se

asocld a la etioclogia Entamocba histolytica. -

La presencia de enteropatdgenos asociados al rotavirus en la e-—
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tiologfa de la diarrea aguda, se ha documentado en varios estudlios (25,
42,44,46}. En este estudio se encontrd asociado a la diarrea peor rota-
virus la participacién de dos gérmones, Escherichia coli y Entamoeba -
histolytica, en cuatro (18.8%) y en cinco casos (22.7%) respectivamen-
te. Lo que difiere de lo sefialado por Calderen y col.. quienes seiialan
que "en general la asociacidn con otros agentes, tanto virales como -
bacterianos, no ha sido mayor de 10-15%". Posiblemente esta diferencia
se deba a que la investigacién se realizd en los meses de mayor inci--

dencia de estos gérmenes.

En lo relativo al desarrollo de 1la técnica, corroboramos que el-
mitodo de electroforesis del Acido ribeonucleico viral es sencille, que
no requiere de personal altamente calificado, que no requiere de equi-
po sofisticado, y que es ficil de implementar en unidades que no cuen-

ten con grandes recursos econdmicos. -
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COoONCLUSTIONTES

La frecuencia de diarrea aguda por rotavirus en lactantes y re--
cién nacidos del Hospital Geperal Tacuba del ISSSTE de la Ciudad de M2
xico, y en las condiciones en que se efectud el estudio, es semejante-
a la de otras series reportadas. Y nos hace suponer que en los meses, ~

frics la incidencia de la enfermedad es mayor.

Se deberi realizar un estudio similar al presente, que abarque-
todos los meses del afio, para tener un conocimiento completo de las ca

racteristicas de la diarrea aguda por rotavirus en nuestro Hospital. -

La edad, la presencia de evacuaciones disminuidas de consisten--
cia, hipertermia, vémito, valores normales en la formula blanca de la-
blometri{a hemidtica y ausencia de alteraciones en el examen de heces, -

nos permite sospechar en el diagndstico de diarrea aguda por rotavirus.

La rotaforesis es un método sencille, fAcil de implementar y ne-
cesario, cuando ne se tiene acceso a equipos mis caros y sofisticados-

para demostrar la presencia de rotavirus.

La prevalencia y caracteristicas clinicas de la diarrea aguda a-
soclada a rotavirus encontradas en este estudio, destacan la importan-
cia de considerar a este organismo en el diagndstico diferencial de ia
eticlogia de la diarrea aguda en nifios menores de un afio, en nuestro -

Hospital. -
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La sospecha y confirmacién del diagndstico por electroforesis -
del ARN viral, seguramente evitarid el empleo irracional de antibidti~-
cos, no exento de graves riesgos, en un nimero elevado de pacientes pe

didtricos con s{ndrome diarreico. -
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R E S UMEN

Para demostrar que el rotavirus se presenta en lactantes con dia
rrea aguda, atendidos en el Hospital General Tacuba del ISSSTE en la -
Ciudad de Mixico, con la frecuencia reportada en 1a literatura nacio--
nal e internacional, afin en primavera y verano debido a las caracteris
ticas propias del virus y del clima cambiante do la ciudad; y, para -
destacar que la prictica de la electroforesis del ARN viral como méto-
do diagnéstico es un procedimiento Gtil, sencillo ¥ necesario en nues-
tro Hospital: se estudlaron en forma prospectiva, transversal, descrig
tiva y abierta 99 pacientes no mayores de 2 afios de edad, con eviden--
cla clinica de dlarrea aguda de menos de quince dias de evolucién, del
12 de marzo al 30 de septiembre de 1989, utilizande la electroforesis-

del ARN viral para evidenciar la presencia de rotavirus.

Se encontrd positividad a rotavirus en 22,2 X de les nifios estu-
diados. No hubo correlazién entre el sexo y la edad. La incidencia de-
rotavirus en funcidn de la edad fue mayer en los grupos de 1 a 12 me-—-
ses de edad, con una mediana de siete meses de edad. Se presentaron ca
808 positivos a rotavirus con mayor frecuencia al inicio de la primave
ra y al final del verano. las manifestaciones clinicas predominantes -
fueron evacuacionhes disminuidas de consistencia, hipertermia y vémito.
No se encontraron alteraciones en la hi@trla hemitica ni en el exa--
men de heces atribuibles al rotavirus. No se encontraron dit‘icultac’c_s-
materiales, intelectuales ni econdmicas en la ejecucidn de la téecnica-
de rotaforesis, y se corrobord que dicho método es sencillo, no requig
re de personal altamente calificado., no requiere de equipo sofisticado
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y es ficil de implementar. -

Se concluye que la prevalencia y caracter{sticas clinicas de la-
diarrea aguda asociada a rotavirus encontradas en este estudio, desta-
can la importancia de considerar a este organismo en el diagnéstico di
ferenclal de la eticlogf{a de la diarrea aguda en nifics menores de un a
fio de edad, en nuestro Hospital; y, la sospecha y confirmacién del -
dlagndstico por electroforesis del ARN viral, seguramente evitara el -
empleo irracional de medicamentos, no exento de graves riesgos en un -

niimero elevado de pacientes pedidtrices con sindrome diarreico. -
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