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RESUMEN

Antecedentes: la enfermedad diarreica aguda en nifios menores de cinco afios es
frecuentemente causada por virus patégenos, seguido por bacterias y parasitos. El
laboratorio no suele realizar la bisqueda de agentes virales en las muestras
diarreicas, por lo que el uso de pruebas inmunocromatograficas podria favorecer el
rapido diagndstico y proporcionar evidencia que guie el manejo. Objetivo:
determinar la prevalencia de virus usando pruebas inmunocromatogréficas en
muestras diarreicas de nifios menores de cinco afios atendidos en el Instituto
Nacional de Salud del Nifio entre noviembre del 2019 y marzo del 2020. Métodos:
estudio descriptivo, analitico transversal. Se analizaron muestras diarreicas fecales
de nifios menores de cinco afnos provenientes del servicio de emergencia y consulta
externa (n=192). Se utilizaron pruebas inmunocromatograficas para rotavirus y
adenovirus sujetos a verificacion antes de ser usadas. Se exploraron asociaciones
entre caracteristicas de los nifios y resultados microbiologicos mediante analisis
bivariado. Resultados: la prevalencia de rotavirus y adenovirus fue de 10.4%
(20/192) y 7.3% (14/192), respectivamente. Se evidencio asociacion entre atencion
en el servicio de Emergencia y positividad a rotavirus (p=0.043). No se hallo
asociacion entre sexo, edad, leucocitos fecales, deteccion de Campylobacter spp,
aislamiento bacteriano y presencia de parasitos a la deteccion de virus.
Conclusiones: la prevalencia de virus detectados en muestras de menores de cincos
afios es consistente con estudios anteriores. Es posible que el tamizaje rutinario de
virus usando pruebas inmunocromatograficas, integrado en un algoritmo
diagndstico, favorezca el oportuno y adecuado diagnostico de agentes causales de

diarrea.
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ABSTRACT

Background: Viruses are the most common cause of acute diarrheal disease in
children under five years old, followed by bacteria and parasites. Since it is
uncommon to test diarrheal samples for viral agents in the laboratory,
immunochromatographic tests serve as valuable tools in promptly identifying the
etiological agent, enabling swift provision of evidence-based care. Objective: to
estimate the prevalence of viruses using immunochromatographic tests in diarrheal
samples collected from children under five at the National Institute of Child Health
between November 2019 and March 2020. Methods: Descriptive, cross-sectional
analytical study. Fecal samples from under-five-year-old patients at the emergency
and outpatient services were examined. Immunochromatographic tests for rotavirus
and adenovirus were utilized, with prior verification of their accuracy. Associations
between children's demographics and microbiological results were explored using
bivariate analysis. Results: the prevalence of rotavirus and adenovirus was 10.4%
(20/192) and 7.3% (14/192), respectively. Notably, attending the emergency
department was associated with a higher likelihood of rotavirus positivity
(p=0.043). Factors such as gender, age, fecal leukocyte count, Campylobacter spp
detection, bacterial isolation, and the presence of parasites did not exhibit
significant associations with viral detection. Conclusions: viruses emerge as the
primary causative agents of acute diarrheal disease in children under five years old,
surpassing bacteria and parasites in frequency. Given the infrequent screening for
viral agents in routine laboratory practice, immunochromatographic tests prove
crucial in ensuring swift and accurate diagnosis, facilitating timely and targeted

evidence-based healthcare interventions.



Keywords:  Antibacterial, Rotavirus Infections, Human Adenovirus,

Immunochromatography.



INTRODUCCION

1.1 Generalidades

La enfermedad diarreica aguda (EDA) es una de las causas méas frecuentes de
morbilidad y mortalidad en paises en vias de desarrollo (1). Estudios desde el
afio 2016 indican que la EDA se encuentra entre las cuatro primeras causas de
muerte en menores de cinco afios, registrandose cerca de medio millon de casos
cada afio en todo el mundo (2). Metaanalisis realizados entre el 2011 y 2015
demuestran que, a nivel global, los virus son los agentes etiologicos causantes
de diarrea mas comunes en menores de cinco afos, seguidos por bacterias y
parasitos (3-5). Es asi que, en el afio 2016, rotavirus fue el agente etioldgico
causante de un mayor numero de muertes (128 515) en esta poblacion, seguido
por Shigella spp. (63 713 muertes), adenovirus (52 613 muertes), Vibrio
cholerae (52 232 muertes) y Cryptosporidium spp. (48 301 muertes) (2). En
nifios menores de cinco afios en paises en vias de desarrollo, rotavirus es
causante de muerte por diarrea en el 80% de los casos diagnosticados (6). La
vacunacion implementada contra rotavirus ha contribuido a disminuir la
incidencia, la mortalidad y las hospitalizaciones a nivel mundial (6), como

consecuencia, adenovirus y otros virus han ganado protagonismo (7).

1.2 Virus diarreicos

1.2.1 Rotavirus

Los rotavirus son virus de ARN bicatenario (ARNdS) sin envoltura con una

arquitectura compleja de tres capsides concéntricas que rodean un genoma de 11



segmentos de ARNds (8). Los segmentos de ARN codifican seis proteinas
virales estructurales (VP1-VP7) y seis proteinas no estructurales (NSP1-
NSP6)(8,9). Las proteinas estructurales del virion determinan la especificidad
del hospedero, la entrada celular y las funciones enzimaticas necesarias para la
produccion de transcritos virales, y ademéas contienen epitopos altamente
inmunogénicos (8). Las proteinas no estructurales participan en la replicacion
del genoma y en la evasion del sistema inmune (8).

La persona enferma/infectada constituye la fuente de infeccién por rotavirus, la
cual excreta el virus en saliva, orina y heces, por lo cual, se considera que el
mecanismo de transmision es fecal — oral. Los sintomas duran entre 3 y 6 dias
aproximadamente; 2 dias después de que la persona se expone al virus (9). Los
nifios de edades comprendidas entre 6 y 24 meses son los mas afectados (8).
Después de la primera infeccion, en el 40% de los nifios se forma proteccion
contra nuevas infecciones y las reinfecciones son posibles después de 3 meses
9).

La patogeénesis de la gastroenteritis por rotavirus inicia por el ingreso del virus
al tracto gastrointestinal a través de la boca. Luego, la replicacion del virus tiene
lugar en los enterocitos, lo que provoca distrofia y necrosis; al mismo tiempo, se
desarrolla una respuesta inflamatoria con aumento de la infiltracion, la cual da
lugar a enteritis aguda con atrofia de las vellosidades y colitis catarral(9).
Asimismo, se observa la falta de enzimas que descomponen los disacaridos y
provoca un aumento de la presion osmotica, la cual atrae agua e impide su
absorcion, provocando el sindrome diarreico (9). Ademas de diarrea, la infeccion

por rotavirus puede provocar vomitos, malestar y fiebre (9,10). Los vomitos son



caracteristicos de la enfermedad por rotavirus, contribuyendo a la deshidratacion
y obstaculizando la eficacia de las intervenciones terapéuticas, como la terapia

de rehidratacion oral (8,10).

1.2.2 Adenovirus

Los adenovirus (familia Adenoviridae) son virus sin envoltura con ADN lineal
bicatenario encerrado por una capside proteica. En la actualidad, estos virus se
clasifican en nueve subgrupos (A — 1) y més de 100 genotipos han sido
identificados (7).

Los adenovirus se han asociado con un amplio espectro de presentaciones
clinicas, las cuales incluyen infecciones respiratorias, gastroentéricas,
neuroldgicas, oculares y urinarias (7). Entre los nueve subgrupos, el subgrupo F
(HAdV-F), representado por los serotipos 40 y 41 de HAdV-F, y el subgrupo A
de HAdV (HAdV-A), representado por los serotipos 12, 18 y 31 de HAdV-A, se
denominan adenovirus entéricos basados en el tropismo tisular y en los patrones
de enfermedad asociados principalmente con el tracto gastrointestinal (7,11).
Los nifios menores de dos afios, especialmente los menores de doce meses son
los méas afectados (11). No obstante, la estacionalidad de adenovirus no es clara
(7), aunque estudios en Australia e Irlanda sugieren la ocurrencia de picos en

verano e inverno, sobre todo con el serotipo 41 (11).



1.3 Métodos de diagndstico para virus diarreicos

1.3.1 Inmunocromatografia

Las pruebas basadas en la técnica de flujo lateral (inmunocromatografia) son
utilizadas por su simplicidad de ejecucion, rapidez y facil interpretacion (12).
Esta técnica se basa en el uso de una tira de nitrocelulosa impregnada con
anticuerpos especificos unidos a un revelador, usualmente oro coloidal. La
muestra migra por capilaridad y si contiene el antigeno buscado, se forma un
complejo anticuerpo-antigeno-anticuerpo marcado, evidenciado por una linea de
color en la zona de prueba (T). Si no hay antigeno, los anticuerpos marcados
migran con la muestra sin formar complejos. Ademas, hay una zona de control
(C) con un tercer anticuerpo que, valida la prueba, siempre mostrando una linea
de color (12). En el mercado diversos kits se encuentran disponibles para la
deteccidn de rotavirus y adenovirus con alta sensibilidad y generando resultados
en menos de 15 minutos; gran parte de ellos usan anticuerpos monoclonales
marcados con oro coloidal contra la proteina VP6, VP7 y/o VP 4 de los rotavirus
y los antigenos de superficie del hexdn de los adenovirus (13). Estos Kits han
demostrado tener alta sensibilidad (80% - 95%) y especificidad (>85%) para la
deteccibn de ambos virus siendo comparados con los ensayos de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) y las pruebas de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), por lo que son ampliamente usados a nivel global(14).
En este estudio, se emplearon los kits de R-Biopharm RIDA®QUICK
Rotavirus/Adenovirus Combi (REF N1003) para llevar a cabo el tamizaje de
virus diarreicos en nifios menores de cinco afos, pudiendo detectar ambos virus

en una sola prueba inmunocromatogréafica. Durante el periodo de estudio, estos



mismos Kits fueron utilizados por el Laboratorio de Microbiologia del INSN

como parte de sus procedimientos disponibles.

1.3.2 Otros métodos

Entre los métodos mas utilizados para el diagnostico de rotavirus y adenovirus
estan los ELISA y RT — PCR.

Los inmunoensayos enzimaticos utilizan las propiedades cataliticas de las
enzimas para detectar y cuantificar reacciones inmunolégicas (15). Los ELISA
directos o de tipo sandwich permiten la deteccion de rotavirus o adenovirus
mediante el uso de anticuerpos monoclonales contra los antigenos VP6, VP7 y/o
VP4 de los rotavirus y antigenos de superficie del hexon de los adenovirus

(13,14).

La tecnologia de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se basa en la
amplificacion de fragmentos de material genético, ya sea ADN o ARN mediante
el uso de una retrotranscriptasa. Las variaciones de la técnica, como en el caso
de PCR en tiempo real, proporcionan resultados cuantificables y mas rapidos
que los ensayos de PCR convencionales y muestran una sensibilidad y
especificidad superior. Las técnicas de deteccion de rotavirus pueden tener como
objetivo amplificar el fragmento VP6, VP7 0 VP4(16,17) y aquellas técnicas que
permiten la deteccion de adenovirus detectan fragmentos del hexén (13,18). Los
altos niveles de sensibilidad y especificidad hacen que estas pruebas moleculares
sean consideradas como métodos de referencia para comparar métodos mas

sencillos como los ELISA o las pruebas inmunocromatograficas; sin embargo,



el tiempo requerido para su ejecucion es de horas y el presupuesto para su
implementacion es elevado, no siendo factible su uso en laboratorios de

emergencia o centros de salud pequefios.

1.4 Antecedentes internacionales

En Latinoamérica los virus son importantes agentes diarreicos. En Chile, se
realiz6 un estudio descriptivo entre diciembre 2007 y diciembre 2008, en nifios
menores a 4 afos donde se reportod que la infeccion por rotavirus y adenovirus

fue del 16.7% (20/120) y del 6.7% (8/120), respectivamente (19).

En Brasil, en un estudio de vigilancia entre 2009 y 2012 con poblacion de nifios
entre 2 y 36 meses de edad, se detectd rotavirus entre los agentes de mayor
prevalencia en menores de 12 meses con diarrea y, mediante analisis estadisticos
méas complejos, los investigadores establecieron que rotavirus y adenovirus
estuvieron entre los tres principales enteropatdgenos con mayor asociacion a

enfermedad diarreica(20).

1.5 Antecedentes nacionales

En el Perd, el Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y Control de
Enfermedades, informé que en el afio 2019 y 2020 el 40% de los episodios de
EDA infantiles se dieron en nifios menores de cinco afios (21,22). En los Gltimos
afios se han realizado maultiples estudios que exploraron la carga de virus

causantes de diarrea en este grupo etario. En un estudio descriptivo realizado en



Cajamarca, en un total de 117 muestras, se reporto rotavirus en el 35.9% y
adenovirus en el 14.5% de las muestras; asimismo, en el 22.2% de las muestras
se detect6 coinfeccidn entre bacterias y virus, y en 26.5% de las muestras no se
identifico agente alguno(23). En Lima Metropolitana, luego de la introduccion
de la vacuna contra rotavirus, se evidencié una clara disminucién de casos
asociados a este agente (10,24). En el Peru y otros paises, se siguen reportando
altos porcentajes de otros virus diarreicos como norovirus, adenovirus y
sapovirus, incluso en muestras de heces con resultado negativo a patdgenos
comunes(10,24,25). Es posible que el desplazamiento de un agente viral
favorezca una mayor carga y distribucion de otros patdgenos, es decir, mientras
un patdgeno es controlado por vacunas y otras medidas de salud publica, la

frecuencia de infeccidn por otros agentes aumenta.

Las pruebas inmunocromatogréaficas para detectar virus causantes de EDA son
confiables, rapidas y accesibles. No obstante, su uso es limitado puesto que el
tamizaje de virus no es parte de los algoritmos diagnosticos de rutina (26). Por
otro lado, el uso de pruebas inmunocromatograficas es recomendable por la
rapida obtencidn de resultados confiables; de esta forma, estas pruebas no solo
limitarian la administracion innecesaria de antibidticos, sino que también
podrian favorecer a disminuir la resistencia antimicrobiana, costos por atencion

médica (27,28), y evitar la alteracion del microbiota de los infantes (29).

El Laboratorio de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud del Nifio
(INSN) tamiza bacterias y parasitos causantes de diarrea de forma rutinaria, y en
todas las muestras derivadas del servicio de Emergencia y Consulta externa, se

realiza usualmente dos pruebas:



a) prueba de leucocitos en heces. Se ha determinado que la presencia de mas
de 10 leucocitos por campo indica proceso inflamatorio (30). La prueba es
conocida también como prueba de reaccion inflamatoria, y se basa en la tincion
con azul de metileno de un frotis realizado entre 2 a 4 horas después de la
recoleccion de la muestra, y se realiza busqueda de leucocitos en heces utilizando

un microscopio optico (30).

b) busqueda de Campylobacter spp. Esta técnica se sustenta en la coloracion y
observacion microscopica de un preparado de heces. La infeccion por
Campylobacter es la tercera causa mas comdn de diarrea moderada a grave en
nifios de 24 a 59 meses y en Perl es una de las causas mas frecuentes de diarrea
bacteriana, especialmente en nifios menores de cinco afios (31). Asimismo,
existe evidencia de coinfecciones con virus que pueden agravar los sintomas y
alargar el periodo de enfermedad (31). La deteccion de este patdgeno puede
realizarse por métodos simples como la tincion de un extendido de heces con
coloracion Gram u otra, donde se busca la presencia de bacilos en forma de

coma, “S” o espiral (32).

En el Peru, el Sistema Integrado de Salud (SIS), es un seguro de salud para todo
ciudadano peruano y extranjero que reside en el pais (33). Este seguro tiene
cobertura para una gran variedad de pruebas de laboratorio; sin embargo, las
pruebas de inmunocromatografia para virus diarreicos no estan incluidas en el
plan, por este motivo, la busqueda de agentes virales no es un procedimiento de
rutina y es exclusivamente realizado a pedido del médico y en un grupo reducido

de casos. Esta situacion genera un escenario caracterizado por la baja frecuencia



de uso en laboratorios de emergencia y centros de salud de atencion primaria

(34).



1. OBJETIVOS

Objetivo general:

e Determinar la prevalencia de virus en muestras diarreicas de nifios
menores de cinco afios usando pruebas inmunocromatogréficas en el
Instituto Nacional de Salud del Nifio en el periodo de noviembre del 2019

a marzo del 2020.

Obijetivos especificos:

e Determinar la frecuencia de rotavirus y adenovirus en muestras diarreicas

de nifios menores de cinco afos.

e Explorar la asociacion entre la deteccion de virus y los resultados de la

prueba de leucocitos fecales.

e Explorar la asociacion entre la deteccion de virus y las caracteristicas de

la poblacion de estudio

e Explorar la asociacion entre la deteccion de virus y los hallazgos de

laboratorio

10



3.1

3.2

3.3

MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio

Estudio observacional, descriptivo, transversal analitico de periodo.

Poblacion y lugar de estudio

La poblacién estuvo conformada por nifios menores de cinco afios y sus
muestras de heces derivadas desde el servicio de emergencia o consultorio
externo hacia el Laboratorio de Microbiologia del INSN. Se estimo que, en
promedio y por dia, durante el tiempo de estudio, se recibian 6 muestras de
heces de nifilos menores de cinco afios en el Laboratorio de Microbiologia

provenientes del Servicio de Emergencia o Consultorio Externo.

Las muestras fueron recolectadas entre los meses noviembre del 2019, y
marzo del afio 2020, usando un cooler con gel packs para obtener una
temperatura entre 2 -8 °C. Las muestras fueron procesadas el mismo dia de

recoleccion siguiendo las instrucciones del fabricante descritas en el inserto.

Criterios de inclusion y exclusion

3.3.1 Criterios de inclusion

e Muestras de heces con aspecto diarreico procedentes de nifios menores
de cinco afios de edad.

e Muestras de heces de aspecto diarreico derivadas del servicio de
Emergencia o Consultorio Externo, y que tenga solicitud de leucocitos

en heces, prueba microscopica de Campylobacter spp, 0 ambos.

11



e Muestras de heces con aspecto diarreico procedentes de nifilos menores
de cinco afios de edad que tengan su respectivo consentimiento

informado.

3.3.2 Criterios de exclusion

e Muestras de heces que presenten sangre, moco o ambos, y que hayan sido

recolectadas de niflos menores de cinco afos de edad

34 Tamano muestral

Debido a que la epidemiologia de los virus es cambiante y esta determinada por
factores ambientales, individuales y sociales (5), usar una prevalencia puntual como
referencia para hacer un estimado de muestra para una poblacién tan diversa como
la atendida en el INSN podria no necesariamente reflejar la realidad. En tal sentido,
este estudio tamizo todas las muestras que cumplieron con los criterios de
inclusion/exclusion planteados y que fueron admitidas en el Laboratorio de

Microbiologia durante el periodo de estudio.

35 Variables

La variable principal fue la deteccion de virus, la cual fue determinada por el uso
de pruebas inmunocromatograficas. Para efectos analiticos se emplearon
indicadores codificados como 0 para "No/Negativo" y 1 para "Si/Positivo". La
variable fue categorica, dicotdmica y nominal. Las otras variables estudiadas y

analizadas se describen en el Anexo 1.
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3.6 Procesamiento y recoleccién de datos

Las muestras siguieron el flujo diagnéstico de rutina del Laboratorio de
Microbiologia del INSN. De acuerdo a la solicitud del médico, el personal de
laboratorio realiz6 el tamizaje de parésitos, busqueda de Campylobacter spp.,
reporte de leucocitos fecales y coprocultivo. Dado que el estudio no propuso
cambios en el flujo de trabajo regular, los investigadores no tuvieron injerencia en

los procesos previamente descritos.

Al finalizar el procesamiento regular de la muestra en el laboratorio, las muestras
fueron almacenadas entre 2 — 8 °C. Durante las siguientes horas, y en el mismo dia,
se tomé una alicuota (100 uL) de la muestra, la cual fue inmediatamente
transportada usando una cadena de frio al Laboratorio de Resistencia a
Antimicrobianos de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH). El tamizaje
de rotavirus y adenovirus fue ejecutado con pruebas marca R-Biopharm
RIDA®QUICK Rotavirus/Adenovirus Combi (Referencia: N1003). Las pruebas
fueron verificadas usando controles positivos y negativos antes de ser usados. El
control positivo RIDA®QUICK Rotavirus/Adenovirus Combi Control (NP1904)
contiene antigenos inactivados de rotavirus y adenovirus, y fue empleado de
acuerdo a las especificaciones del fabricante (35). El control negativo fue suero
fisiologico.

El procesamiento de la muestra y lectura de resultados se realizaron segun el inserto
de la prueba. La deteccidn positiva para adenovirus se evidencié mediante una

banda azul en la zona T1, para rotavirus positivo se formo una banda roja en la zona
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T2 y la zona de control formé una banda verde (36). Se verificd que cada prueba

utilizada haya formado la banda de color en la zona control (Anexo 2).

La sensibilidad reportada para rotavirus y adenovirus ha sido de 97.8% y 72.7%,
respectivamente, mientras que, la especificidad para rotavirus alcanza el 94.4% vy
para adenovirus el 98.2%. Al comparar resultados con un método Elisa comercial,
el valor positivo y negativo para rotavirus y adenovirus alcanza el 99% (36); vy al
comparar resultados con un método PCR, el valor predictivo positivo para rotavirus
alcanza el 94%, para adenovirus, el 97% vy el valor predictivo negativo para
rotavirus alcanza el 98% vy para adenovirus, el 81% (36). Este rendimiento
diagnostico ha sido previamente descrito usando como prueba de referencia

diversas tecnicas moleculares (36).

Para rotavirus y adenovirus se usaron 192 pruebas inmunocromatograficas. Al
finalizar el tamizaje de las muestras, los resultados fueron individualmente anotados
en las fichas de registro del laboratorio, y luego, toda la informacion fue exportada

a una base de datos.

Las otras variables del estudio (sexo, edad, leucocitos fecales, deteccion de
Campylobacter spp, aislamiento bacteriano y presencia de parasitos) fueron
recolectadas de las solicitudes de exdmenes de cada paciente, de los registros del

Laboratorio de Microbiologia, o de ambos.

3.7 Andlisis de datos

Las variables categdricas fueron descritas usando frecuencias absolutas y relativas.
Las variables numéricas fueron descritas usando medidas de tendencia central y de

dispersion de acuerdo a la distribucion de sus datos. Se explord asociaciones a la
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positividad de uno o mas virus usando pruebas de hipétesis que se ajustaron a la
naturaleza de las variables y distribucién de sus datos. Todos los supuestos
estadisticos fueron comprobados antes de realizar las pruebas estadisticas. El
analisis de datos se realiz6 con el programa Stata v14.2 (StataCorp. 2015. Stata
Statistical Software: Release 14. College Station, TX, USA) y se consideré una

significancia estadistica de p<0.05 para las pruebas de hip6tesis.
3.8 Aspectos éticos

Todos los procedimientos del presente estudio preservaron la integridad y los
derechos fundamentales de los pacientes y sus muestras sujetas a investigacion, de
acuerdo con los lineamientos de las buenas préacticas clinicas y de ética en
investigacion biomédica. No se recolectaron datos que permitan la futura
identificacion de los nifios. Los padres de familia o apoderados aprobaron la
participacion del nifio y uso de la muestra mediante un consentimiento informado
aprobado por el Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (Anexo 3). Las muestras fueron codificadas y se
garantizoé la confidencialidad de los datos obtenidos, por lo cual los posibles riesgos
para los sujetos del analisis fueron minimos. Asimismo, el acceso a la base de datos
estuvo restringida a los investigadores. Las alicuotas se tomaron de muestras
procesadas en el servicio de Microbiologia del INSN y con resultado emitido, por

ende, el tamizaje realizado por este estudio no afect6 al paciente ni a su diagnostico.
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V. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas de la poblacion

La poblacion de estudio constd de 192 nifios menores de cinco afios; 44.8% de sexo
femenino y 55.2% de sexo masculino. La edad media de los participantes fue de
10.5 meses, siendo el rango de edad més numeroso, con participantes entre 6 y 12
meses (42.7%, 82/192). Los pacientes provenientes de Consulta externa
constituyeron el 60.9% (117/192) y los del servicio de Emergencia el 39.1%

(75/192) (Tabla 1).

4.2  Resultados de laboratorio por procedimientos rutinarios

De las 192 muestras tamizadas, en 54 (28.1%) se detect6 al menos un patogeno v,

de estas muestras, en 53.7% (29/58) se detectd al menos un virus (Grafico 1).

La obtencion de resultados positivos para presencia de Campylobacter spp se
realiz6 siguiendo el algoritmo rutinario diagnostico del laboratorio o por solicitud
del médico tratante. En el 8% de las muestras analizadas se detectd positividad para
Campylobacter spp.

Ademas, se encontrd la presencia de leucocitos en heces en el 61.2% de las
muestras. Entre las muestras con leucocitos, en el 21.3% se observaron entre 1y 10
leucocitos, en el 12.8% se observaron entre 21 a 50 leucocitos, y en el 18.1% se
observaron mas de 50 leucocitos por campo.

Solo en 88 muestras se realizd coprocultivo; de estas, 20.5% (18/88) fueron
positivas para la deteccién y crecimiento de enterobacterias, entre las cuales
Campylobacter spp. (6/18) y Shigella spp. (6/18) fueron los agentes detectados con

mayor frecuencia.
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La positividad para parasitos se dio en el 5.3% (10/187) del total de las muestras,
siendo Blastocystis hominis (5/10) el parasito més frecuente (Tabla 2).

Es importante destacar que en este estudio hubo un porcentaje de muestras a las que
no se les realiz pruebas como; coprocultivo, deteccién de parésitos o deteccion de
Campylobacter spp por coloracion, siendo asi que solo el 45.8% se les realizo
coprocultivo por indicacidn del médico. Considerando Unicamente la deteccion de
bacterias y paréasitos, es decir, siguiendo los procedimientos de rutina, se observo
que en mas del 50% de las muestras analizadas se informaron resultados negativos
0 no se llevaron a cabo tamizajes especificos para la identificacion de otros
enteropatdgenos (Grafico 2). Y menos del 15% de las muestras analizadas tuvieron

un resultado positivo a las pruebas de rutina que el laboratorio realiza.

4.3  Deteccion de virus

El 10.4% (20/192) de las muestras fueron positivas para rotavirus y el 7.3%
(14/192) para adenovirus. Considerando el total de las muestras, la co-deteccion de
rotavirus y adenovirus fue de 2.6% (5/192) (Tabla 2).

Por otro lado, solo considerando las muestras positivas a algin microorganismo o
patdgeno, ya sea bacteria, virus o parasito, se detecté un patdgeno en el 88.9%, dos
patdgenos en el 7.4% vy tres patdgenos en el 3.7%.

En el analisis bivariado se exploro la asociacion entre la positividad para los virus
tamizados y las caracteristicas de los pacientes y muestras. Se hall6 asociacion entre
el servicio de emergencia y la positividad para rotavirus (p=0.043). No se encontrd

otras asociaciones con las variables recolectadas (Tabla 3).
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Al comparar los resultados entre el uso y la no utilizacion de pruebas
inmunocromatogréficas en el algoritmo de diagnostico, se evidencia que mas del
85% de las muestras (n=164) tuvieron un resultado negativo o no fueron sometidas
al tamizaje para la identificacion de algun agente etioldgico (bacterias y/o parasitos)
siguiendo el algoritmo diagndstico de rutina (Grafico 3). Sin embargo, al incorporar
el uso de pruebas inmunocromatograficas este porcentaje disminuy6 de forma
sustancial, aproximandose al 70% (n=138) (Grafico 4). De esta manera, a 26
muestras, que hubieran quedado con resultado negativo siguiendo el algoritmo
regular de trabajo, se les detectd rotavirus o adenovirus gracias al uso de pruebas

inmunocromatograficas.
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V. DISCUSION

Las enfermedades diarreicas son un problema de salud publica a nivel mundial,
y representan una causa importante de mortalidad y morbilidad, especialmente
en nifios menores de cinco afios (4,10). La identificacion precisa de la etiologia
de la diarrea es crucial para un tratamiento eficaz e informado, asi como para
prevenir complicaciones; siendo las mas destacadas: la malnutricion que lleva
a retraso en el crecimiento (29), la resistencia a antibioticos generada por la
prescripcion innecesaria (27) y la consecuencia inmediata que es la

desregulacion del microbioma intestinal (3).

Ademas de estas complicaciones mencionadas, la identificacion precisa de la
etiologia de la diarrea también puede proveer ventajas: prevenir la transmision
de enfermedades infecciosas, especialmente en entornos comunitarios o de
atencién médica; contribuir a la implementacion de medidas de control y
prevencion especificas, como la vacunacién o la mejora de las préacticas de

higiene (37).

En este estudio, se exploro la prevalencia de patdgenos virales como posibles
agentes causales de diarrea en poblacion pediatrica. De las muestras que
resultaron positivas a algun patdgeno, los virus fueron los agentes mas
frecuentes. Este hallazgo coincide con datos anteriormente reportados en Chile
(19), donde la vacuna antirotavirus no es parte del esquema nacional de
vacunacion a diferencia de Per(, en el estudio se observd que rotavirus alcanzé
el 16.7% y adenovirus el 6.7% en nifios menores de cincos afios de zonas
urbanas utilizando pruebas inmunocromatograficas; en Brasil (20) el estudio

de vigilancia activa en cinco estados reportd que rotavirus y adenovirus se
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encontraban entre los tres patdgenos con mayor asociacion a diarrea en nifios
menores de tres afios de zonas urbanas; y Cajamarca (23), donde rotavirus
alcanzd 35.9% y adenovirus el 14.5% en nifios menores de cincos afios de zona
rural dos afios después de la implementacién de la vacuna antirotavirus en el
esquema nacional (2009). En los estudios anteriores, los virus fueron
predominantemente detectados en nifios menores de cinco afios con diarrea, y
rotavirus fue el virus detectado con mayor frecuencia en diarreas agudas (2,4).
Nuestros hallazgos resaltan la necesidad de un diagnostico oportuno y

adecuado que permita orientar hacia el mejor manejo clinico y tratamiento.

Es relevante notar que, en este estudio se demostrd que, con el algoritmo
diagnostico de rutina, en el que solo se tamiza bacterias y parasitos, cerca del
50% de muestras resultaron negativas o no se realizaron pruebas especificas
para estos enteropatdgenos. Este hallazgo revela la existencia de un
considerable nimero de muestras sin resultados concluyentes, lo cual podria
prolongar aun mas el tiempo necesario para obtener un diagnostico. Esta
demora en la obtencidn de resultados representa un riesgo para la atencion de

salud de la poblacion pediatrica.

Otro punto a destacar es la cantidad de leucocitos fecales encontrados en las
muestras. A pesar que no se encontrdé una asociacion significativa entre la
deteccidn de algun virus con la prueba de leucocitos fecales, a diferencia del
hallazgo reportado por Bucher y cols., el cual demuestra una asociacién entre
la negatividad para la prueba de leucocitos fecales y la deteccion de
rotavirus(26), si se puede evidenciar que en el 63.6% de muestras positivas a

algun virus (rotavirus o adenovirus) se observaron menos de 10 leucocitos por
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campo. Este hallazgo podria estar relacionado a la naturaleza de las diarreas de
origen viral, sobre todo por rotavirus, que se presentan como diarreas
deshidratantes (8) y no como diarreas invasivas que conducen a inflamacion,
tales como las causadas por Shigella spp, Salmonella spp, Escherichia coli
enteroinvasiva, y Campylobacter spp, donde los leucocitos predominantes son

los polimorfonucleares (30).

La vacuna contra el rotavirus se incluy6 en el esquema nacional a partir de
los afios 2008 — 2009, aunque se evidencio una disminucion post vacuna de la
prevalencia de rotavirus (de 8.2% en 2008 a 2.4% al 2010) (38), en este estudio
reportamos que la deteccion de rotavirus fue del 10.4% y que ademas estuvo
asociado a la atencion en el servicio de emergencia. Este hallazgo podria estar
explicado por la sintomatologia de la infeccion por rotavirus, la cual
usualmente se presenta con vOmito, fiebre y diarrea acuosa altamente
deshidratante. Este escenario genera la necesidad de buscar atencion de
emergencia (8,10). Se destaca que la prevalencia de rotavirus se presenta en
mayor medida durante los meses de invierno (junio - agosto), segin lo
evidenciado en estudios previos (10). Debido a esta asociacion entre la estacion
de muestreo e infeccidn por rotavirus, es posible que la prevalencia encontrada
pueda estar subestimada. Por lo tanto, la realizacion de un estudio a mayor
escala, con un margen de tiempo mas amplio y tomando en cuenta los meses
de invierno como periodo de recoleccion de muestra, podria proporcionar una

mejor comprension epidemioldgica de la prevalencia de este virus.

El tamizaje de virus es una herramienta fundamental en el diagndstico

etiologico de EDA, las pruebas inmunocromatogréaficas han demostrado tener
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una sensibilidad y especificidad aceptables para ser usados como recursos de
primera linea(13,14). En este sentido, este estudio buscd ampliar la vision en
cuanto a la identificacion de virus con relevancia médica. Comparando
resultados con y sin pruebas inmunocromatograficas en el algoritmo
diagndstico, se observa que mas del 85% de las muestras arrojaron resultados
negativos o no se analizaron para detectar agentes causales. Con la inclusién
de estas pruebas, se incrementdé la deteccion de enteropatdgenos en
aproximadamente en 15% de las muestras, disminuyendo el porcentaje de
muestras con resultado negativo o no tamizadas a alrededor del 70%. Este
porcentaje es mayor al de un estudio anterior en Chile, en el cual, en el 55% de
los casos no se pudo determinar la causa de la diarrea después de examinar
bacterias, parasitos y los virus mas comunes (19). La reduccion en el
porcentaje de casos sin una causa identificable en 15% destaca la importancia
de incluir pruebas inmunocromatograficas para detectar virus en el proceso

diagnostico habitual para pacientes pediatricos.

Por otro lado, la identificacion de virus por medio de pruebas
inmunocromatograficas en la poblacién pediatrica podria ayudar en la
implementacion de estrategias de prevencion y control de resistencia
bacteriana. El uso indiscriminado de antibidticos en nifios menores de cinco
afios en Lima ha sido previamente reportado, y responde a la compra de
medicamentos sin prescripcidn por parte de los cuidadores, y a la prescripcion
por médicos que son presionados por los cuidadores (27,39). El estudio
realizado por Bucher et al. en el Hospital Nacional Arzobispo Loayza en Lima,

demostro que el uso de una prueba inmunocromatogréafica de rotavirus en la
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sala de emergencias en nifios menores de 5 afios con diarrea, disminuyo
significativamente la prescripcion innecesaria de antibacterianos (26),
sugiriendo la potencial utilidad de estas pruebas para reducir la tasa de
resistencia bacteriana. La frecuencia de virus que se identificaron en este
estudio en muestras recolectadas de nifios menores de cinco afios coincide con
los hallazgos de investigaciones previas(4,5). La implementacién de un
enfoque de tamizaje de virus mediante pruebas inmunocromatograficas dentro
de un algoritmo diagndstico podria tener un efecto positivo en el diagndstico

temprano y preciso de los agentes causantes de diarrea.

En este estudio no observamos asociaciones significativas entre la positividad
para los virus tamizados y las demas variables recolectadas en el estudio.
Nuestros hallazgos podrian sugerir que no existe una relacion entre estas
variables y la presencia de los virus analizados. No obstante, es importante
destacar que el analisis bivariado proporciona una vision inicial de las
asociaciones, pero no permite establecer relaciones causales o determinar la
influencia de las variables sobre la deteccion de virus. Aun asi, consideramos
que se requieren de mas estudios para entender la relacion entre las variables
analizadas, asi como mejorar y expandir la capacidad de deteccidn de virus en

la préactica diaria.
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VI.

LIMITACIONES

Efecto de la emergencia sanitaria en la recoleccion de datos en
investigaciones, y efecto sobre la epidemiologia de diversos agentes a
nivel poblacional.

Falta de acceso a registros médicos que contengan informacion adicional
crucial, como sintomas experimentados previamente y antecedentes de
vacunacion contra el rotavirus.

Recoleccion de muestras e informacién restringida a un periodo de
tiempo en especifico, por lo cual no se capto la variacion estacional
Informacién no extrapolable a otros centros de atencion, ni a periodos
diferentes al evaluado.

En el estudio de co-detecciones, no se pudo determinar la causa principal
de la Enfermedad Diarreica Aguda (EDA) ya que no fue un objetivo
central de la investigacion.

En este estudio, las pruebas inmunocromatograficas Unicamente
contribuyen a la deteccion de casos. No obstante, para su aplicacion en
otros escenarios, se recomienda la realizacion de investigaciones
adicionales que posibiliten una caracterizacion formal de su desempefio

y precision diagndstica.
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VII.

CONCLUSIONES

Las frecuencias de positividad para rotavirus y adenovirus fueron de
10.4% (20/192), 7.3% (14/192), respectivamente.

La positividad a rotavirus estuvo asociado a la atencion en el servicio de
emergencia.

La prueba de leucocitos fecales no present asociacién con la presencia
de virus en las muestras, posiblemente por la naturaleza de las diarreas
de origen viral.

El uso de pruebas inmunocromatograficas aumento la deteccion de

enteropatdgenos en 15%.
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IX. TABLASY GRAFICOS

Tabla 1. Caracteristicas demogréficas de los pacientes de los pacientes del

Instituto Nacional de Salud del Nifio (N=192)

Total % (n)

Sexo
Femenino
Masculino

Edad (meses)
med. (mMin - max)
<6
>6-<12
>12

Servicio de procedencia
Consultorio externo
Emergencia

44.8 (86)
55.2 (106)

10.5 (0.2 - 59)
30.7 (59)
42.7 (82)
26.6 (51)

60.9 (117)
39.1 (75)
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Tabla 2. Caracteristicas de las muestras de heces provenientes de emergencia
y consultorio externo del Instituto Nacional de Salud del Nifio (N=192)

Total % (n/N)

Rotavirus
Negativo 89.6 (172/192)
Positivo 10.4 (20/192)
Adenovirus
Negativo 92.71 (178/192)
Positivo 7.3 (14/192)
Deteccion de virus
Negativo 84.9 (163/192)
Positivo 15.1 (29/192)
Rotavirus 7.8 (15/192)
Adenovirus 4.7 (9/192)
Rotavirus + Adenovirus 2.6 (5/192)
Leucocitos en heces (Reaccion inflamatoria) *
0 38.8 (73/188)
1-10 21.3 (40/188)
11-20 9.0 (17/188)
21-50 12.8 (24/188)
>50 18.1 (34/188)
Deteccion de parasitos*
Negativo 94.7 (177/187)
Positivo 2 5.3 (10/187)
Deteccion de bacterias
Negativo 79.6 (70/88)
Positivo ® 20.4 (18/88)
Presencia de Campylobacter
spp*
Negativo 92.0 (173/188)
Positivo 8.0 (15/188)

Parasitos observados: Blastocystis hominis (5/10); Entamoeba coli (2/10); Giardia
lamblia (3/10). b Bacterias detectadas: Campylobacter spp (6/18); Shigella sp
(6/18); Salmonella sp (4/18); Escherichia coli (2/18). * Coloracion (4/192);
Leucocitos en heces (4/192) y Deteccion de parasitos (1/192)
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Tabla 3. Analisis bivariado de asociacion para presencia de rotavirus y

adenovirus
Rotavirus Rotavirus Adenovirus Adenovirus
(Neg.) (Pos.) valor " Neq) (Pos.) valor
% (n/N) % (n/N) P % (n/N) % (n/N) P

Sexo 0.148 0.880
Femenino 86.1 (74/86)  13.9 (12/86) 93.0 (80/86) 7.0 (6/86)
Masculino 92.5(98/106)  7.5(8/106) 92.5(98/106)  7.5(8/106)

Edad (meses) 0.762 0.139
<6 88.14 (52/59)  11.9 (7/59) 98.31 (58/59) 1.7 (1/59)
>6-<12 91.5 (75/82) 8.54 (7/82) 90.24 (74/82) 9.8 (8/82)
>12 88.24 (45/51)  11.8 (6/51) 90.2 (46/51) 9.8 (5/51)

Servicio de procedencia 0.043 0.762
Consultorio externo 93.2 (109/117) 6.8 (8/117) 93.2 (109/117) 6.8 (8/117)
Emergencia 84.0 (63/75) 16.0 (12/75) 92.0 (69/75) 8.0 (6/75)

Test de Vago (Campylobacter spp) 0.645 0.905
Positivo 93.33 (14/15) 6.7 (1/15) 93.33 (14/15) 6.7 (1/15)

Negativo 89.6 (155/173) 10.4 (18/173) 92.5 (160/173) 7.51 (13/173)

Leucocitos en heces (Reaccion inflamatoria) 0.494 0.659
0 91.8 (67/73) 8.22 (6/73) 94.52 (69/73) 5.5 (4/73)

1-10 85 (34/40) 15 (6/40) 87.5 (35/40) 12.5 (5/40)
11-20 94.12 (16/17) 5.9 (1/17) 94.12 (16/17) 5.9 (1/17)
21-50 95.83 (23/24)  4.17 (1/24) 95.83 (23/24) 4.2 (1/24)
>50 85.3(29/34)  14.71 (5/34) 91.2 (31/34) 8.82 (3/34)

Deteccién de parasitos 0.986 0.756
Negativo 89.8 (159/177) 10.2 (18/177) 92.7 (164/177) 7.3 (13/177)
Positivo 90.0 (9/10) 10.0 (1/10) 90.0 (9/10) 10.0 (1/10)

Deteccion de bacterias 0.624 0.812
Negativo 84.3(59/70)  15.7 (11/70) 92.9 (65/70) 7.1 (5/70)

Positivo 88.9 (16/18) 11.1 (2/18) 94.4 (17/18) 5.6 (1/18)
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Gréfico 1. Frecuencia de enteropatogenos en muestras positivas (N=54)
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Gréfico 2. Deteccion de enteropatdgenos por algoritmo diagnostico de rutina
(N=192)
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Gréfico 3. Positividad a enteropatégenos sin uso de pruebas

inmunocromatograficas (N=192)
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Gréfico 4. Positividad a enteropatdégenos con uso de pruebas

inmunocromatograficas (N=192)
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ANEXOS

ANEXO 1 Cuadro de Operacionalizacion de variables

Variable Definicion Definicion Tipo y escala Indicador
conceptual operacional de medicion
La deteccion de Categorica, 0. No
La un virus dicotémica, 1.Si
Deteccion de gastroenteritis causante de nominal
virus de etiologia diarrea fue
viral se asociaa determinada por
ladiarreaaguda el uso de una
prueba
inmunocromato
grafica.
Sexo Condicién Condicion de Categorica, 0. Femenino
organica un organismo dicotdmica, 1. Masculino
que se distingue nominal
entre masculino
o femenino.
Edad Tiempo cronolo Tiempo Numérica, Afos
gico de vida cronoldgico continua, de
desde el desde el razon
nacimiento nacimiento
hasta la fecha
de ingreso al
estudio
Leucocitos Los leucocitos  La variable fue Categorica, 0: Negativo
fecales fecales son recolectada de politémico, 1+
utilizados para  los registros del nominal 2: ++
identificar laboratorio 3 +++
diarrea
invasiva.
Deteccidn de Presencia de La variable fue Categorica, 0: Negativo
Campylobacter ~ Campylobacter  recolectada de dicotdémica, 1: Positivo
spp. spp. en frotis de  los registros del nominal
heces tefiida laboratorio.
Rotavirus Rotavirus es La deteccion Categorica, 0: No
causante de del virus fue dicotdémica, 1:Si
diarreaennifios  determinada nominal
por el uso de la
prueba
inmunocromato
gréfica
Adenovirus Adenovirus es La deteccion Categorica, 0: No
causante de del virus seré dicotomica, 1:Si
diarrea en nifios determinada nominal




por el uso de la

prueba
iInmunocromato
grafica
Aislamiento El aislamiento  La variable fue Categorica, 0: Positivo
bacteriano bacteriano es recolectada de dicotdémica, 1: Negativo
unatécnicaque los registros del nomina
nos permite laboratorio
obtener un
microorganism
0.
Presencia de Presencia de La variable fue Categorica, 0: No
parasito en quistes, recolectada de dicotémica, 1: Si
muestra fecal trofozoitos, los registros del nominal
huevos o alguna laboratorio
estructura
parasitaria en la
muestra de

heces




ANEXO 2

Imagen 1. Cassette con resultado positivo para rotavirus




ANEXO 3

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION

Titulo del estudio : Uso de pruebas inmunocromatograficas para evaluar la prevalencia de
virus en muestras diarreicas de nifios menores de cinco afios en el Instituto
Nacional de Salud del Nifio de noviembre del 2019 a marzo del 2020

Investigador (a) : Donna Gonzales Revilla
Nathalie Ortiz Castillo
Institucion : Universidad Peruana Cayetano Heredia

Propésito del estudio:

Lo invitamos a ser parte del estudio que estamos realizando, el cual determinara la presencia de virus
causantes de diarrea mediante el uso de las pruebas inmunocromatograficas. Por tal motivo, necesitamos
de su autorizacién ya que se utilizara la muestra de heces de su menor hijo (a). Este es un estudio
desarrollado por investigadores de la Universidad Peruana Cayetano Heredia y del Instituto de Salud del
Nifio — INSN.

La diarrea consiste en un aumento en el nimero de deposiciones y/o una disminucién en su consistencia, y
de instauracién rapida. Debido a que la etiologia u origen de las diarreas en nifios menores de cinco afios
se deben principalmente a virus, determinaremos la frecuencia de estos. Los virus a buscar son: Rotavirus
y Adenovirus.

La informacién que le estamos proporcionando le permitira decidir de manera informada si desea participar
ono.

Procedimientos: Si usted acepta que la muestra de su hijo participe en este estudio, se recolectara una
pequefia cantidad de las heces procesadas por el Laboratorio de Microbiologia del INSN. Luego, se
conservaré la muestra y se trasladard usando un cooler con gel packs en cadena de frio al Laboratorio de
Resistencia a Antimicrobianos de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH) para la realizacién del
tamizaje de virus. El tamizaje sera realizado en una prueba inmunocromatografica, la cual nos brinda
resultados en 5 minutos. También registraremos la edad del nifio y otros datos de laboratorio que nos
permitan conocer los resultados del examen de heces.

Riesgos: El estudio que estamos realizando no conlleva riesgo alguno a su hijo(a).

Beneficios: Los gastos de todos los examenes seran asumidos por el estudio, por lo que no representaran
ningln costo para usted. Ademas, si asi lo prefiere, tendra la opcidn de recibir los resultados de la prueba
inmunocromatografica realizada en la muestra de su hijo(a) después de dos (2) semanas a partir de la fecha
actual. Para ello, serd necesario que se comunique previamente con los investigadores.

Costos y compensacion: No deberd pagar nada por la participacion de su hijo(a) en el estudio. Igualmente,
no recibira ningun incentivo econdmico ni de otra indole. Tenga en cuenta que los resultados de las pruebas
realizadas a la muestra de su hijo(a) no se encontraran disponibles para el Laboratorio de Microbiologia del
INSN ni se revelaran al médico tratante.

Confidencialidad: No guardaremos el nombre de su hijo(a) ni cualquier otro dato que permita identificar
a su hijo(a). Todos los datos seran registrados por codificacion. Si los resultados de este seguimiento son
publicados, no se mostrara ninguna informacion que permita la identificacion de su hijo(a) o de otros
participantes del estudio.



Ademas, la informacion de los resultados serd guardada y usada posteriormente para estudios de
investigacion beneficiando al mejor conocimiento de la enfermedad y permitiendo la evaluacion de medidas
de control de diarrea infantil. Este estudio tiene aprobacion del Comité Institucional de Etica en
Investigacion de la Universidad Peruana Cayetano Heredia y del Instituto Nacional de Salud del Nifio.

Derechos del participante: Si usted decide que la muestra de su hijo(a) no sea parte de este estudio, podra
desautorizar el uso de ésta en cualquier momento, sin dafio alguno. Si tiene alguna duda adicional, por favor

pregunte al iersonal del estudio; Donna Gonzales Revilla Cel.: || B o Nathalie Ortiz Castillo

Cel.:

Si tiene preguntas sobre los aspectos éticos del estudio, o cree que su hijo(a) ha sido tratado injustamente
puede contactar a la Dra. Frine Samalvides Cuba, presidenta del Comité Institucional de Etica en
Investigacion de la Universidad Peruana Cayetano Heredia al teléfono 01-3190000 anexo 201355 o al
correo electrénico: duict.cieh@oficinas-upch.pe

Una copia de este consentimiento informado le seré entregada.
DECLARACION Y/O CONSENTIMIENTO

Acepto voluntariamente el uso de la muestra de heces de mi hijo(a) en este estudio, comprendo de las
actividades que se efectuaran durante el estudio, también entiendo que puedo revocar mi autorizacion en
cualquier momento hacia el uso de la muestra, si asi lo creo conveniente.

Nombres y Apellidos Fecha y Hora
Participante
Nombres y Apellidos Fecha y Hora

Testigo (si el participante
es analfabeto)

Donna Gonzales Revilla Fecha y Hora

Nathalie Ortiz Castillo Fechay Hora

Donna Gonzales Revilla Cel. - R
Nathalie Ortiz Castillo Cel.:_
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