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INTRODUCCION

Las infecciones gastrointestinales han acompafiado al hombre
desde tiempos remotos, algunas de éstas ya han desaparecido
y otras han perdurado hasta nuestros dias, siendo dificil
establecer una comparacidén entre las infecciones diarreicas
dé antafio con las de ahora, debido principalmente a qQue los
conceptos y términos usados entonces difieren con los emplea
dos en la actualidad. No obstante, encontramos en algunos
pasajes de la Biblia y en escritos de personajes como Hipd6-
crates y Galeno, entre otros, testimonios de la existencia e
importancia de los trastornos econdémicos y sanitarios gque en
tonces ocasionaban las enfermedades diarreicas. (8, '11)

En nuestro pais, la gastroenteritis as{ como otras enferseda
des diarreicas, actualmente ocupan el primer lugar dentro de
las enfermedades infecciosas oficialmente notificadas. (11)
La susceptibilidad de la poblacién hacia éstas, es general:
Las deficientes condiciones sanitarias existentes, hacen que
este tipo de infecciones esté muy extendido, sobre todo en
los niveles socio-econémicos bajos. (3, 11)

El s{ndrome gastroentérico, o diarrea infecciosa aguda, pue-
de ser causado por agentes etiolégicos diversos como: bacte-
_rias, virus, pardsitos y, en menor proporcién, por .qintcl
micéticos. (11, 16) '

Actualmente ha habido uyn gran“avanto en el conocimjento de
la etiopatologia de las enfermedades diarreicas que, aunado
al desarrollo e implantacién de nuevas técnicas para el estu
dio de las diarreas, han ‘ocasionado cambjios en 108 conceptos
;olqcionadoo con la frecuesncia y distridbucién de los agentes
19!ucéioao- causantes de las diarreas. (16)
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Es ‘importante seflalar que ios avances en la identificacidn
de agentes virales y bacterias toxigénicas e invasoras, jun-
to con las técnicas tradicionales de coprocultivo y copropa-
rasitoscopia principalmente, han permitido identificar un
gran porcentaje de los agentes etioldgicos. (16)

Desafortunadamente, la mayoria de los laboratorios no tienen
aun acceso a las nuevas técnicas, por lovque es importante
evaluar la participacidn etioldgica de los agentes patdgenos
detectados por las técnicas tradicionales, en este caso el
coprocultivo.

La diarrea, definida como una alteracidn en los hdbitos nor-
males de defecacidén del hombre, se manifiesta por un aumento
en la frecuencia de las evacuaciones y en la consistencia 11
quida de la materia fecal {15); involucra, segqin Fordtran(15),
cuatro mecanismos que aon:

1. Interrupcidén en los procesos de transporte de la muco-
sa intestinal. -

2. Trastornos en la permeabilidad intestinal,

3. Presencia de substancias osméticamente activas no ab-
sorbidas en la luz intestinal.

4. Motilidad intestinal, cuyo origen radica en anomalias
estructurales o secundarias.

Por otro ladog Phillipe define fisiopatoldgicamente a la dia
rrea como un sindrome de mala absorcién de agua. (15)



OBJETIVOS

Evaluar la frecuencia de aislamientos de Salmonella sp. Y
Shigella sp. en mil muestras de heces de personas adultas de
nivel socio-econémico medio, que presentan trastornos qastrg»

intestinales.

En los casos de aislamientos negativos para los dos micro-
organismos mencionados anteriormente, establecer cudles otras
bacterias, ademids de Pseudomonas sp. y levaduras, predominan

en el coprocultivo,

Encontrar un valor significativo de aislamientos de Shigella
Sp. y Salmonella sp., coincidente con el cuadro gastroentéri

CO.

Enfatizar la importancia del estudio de otros agentes causan
tes de gastroenteritis para establecer como rutinario el ais

lamiento de bacterias como Campylobacter fetus, Yersinia en-
terocolitica y cepas enteroinvasivas o enterotoxigénicas.

Conocer la frecuencia de otras enterocbacterias diferentes a
las consideradas tradicionalmente patégenas, lo cual podria
usarse para establecer el verdadero papel otioléqico de és-
tas en los cuadros qndtrdcnt‘ticon.



GENERALIDADES

Etiologia del sindrome diarreico

Las bacterias causantes de cuadros diarreicos que mids se han

estudiado son las siguientes:

1.

Shigella sp. Todas las especies de este género son patdge-
nas para el hombre, no existiendo huésped intermediario,
la susceptibilidad a estas bacterias es universal y se ha
observado que la capacidad antigénica postinfeccidn es de
poca duracidn. Son pocos los casos bien documentados de en
fermedad por este agente en lactantes menores de € meses
de edad. Sh. flexneri es, en nuestro medio la especie mas

frecuente, existen trece serotipos. Sh. dysenteriae, el

cldsico bacilo de Shiga que produce la disenteria bacilar,
no es muy frecuente, y se le relaciona con brotes epidémi-
cos de gravedad variable, posee diez serotipos. Sh,sonnei,

es considerado por algunos autores como el segundo en fre-
cuencia, no se ha descubierto ningin serotipo. Sh. boydii,
ocupa quizés el tercer lugar en importancia dentro de este
género, posee quince serotipos. (3, 23) En total, la parti
cipacidén de este género en la diarrea aguda, es de aproxi-
madamente el trece por ciento. (16)

s-lnonollavlg. Todos los grupos son patdégenos para el hom-

bre. S. typhi, S. paratyphi A y S. paratyphi B sdlo afectan
al ser humano, es decir no hay huésped intermediario y el
contagio se efectia de persona a persona; el resto de los
serotipos causan zoonosis en las que el hombre puede inter
venir en la cadena de transmisién. (3) La participacidn
etiolégica del género Salmonsella en las diarreas represen-
ta aproximadasente el doce por ciento. (16)

Estos dos grupos (Salmonella y Shigella) serdén tratados
ampliamente més adelante, en capitulos separados.

—‘-’-



3. Escherichia coli. Fué descubierto por Escherich en 1885,
La asociacidn de este licroorqanislofcn los ttaltornbl dia
rreicos, fué hecha por John Dtay; cuando en Inglaterra ais
16 un tipo de E. coli seroldgicamente idéntico, en un no-
vanta por ciento de los nifios con “diarrea iltival'.o gas-

troenteritis inespecifica. Posteriormente, al estudiarse
muchas epidemias, principalmente surgidas en guarderias,
pudo establecerse la relacién de ellas con ciertas cepas

antigénicamente diferentes; de tal manera que se han des-
cubierto unos veinte serotipos en esta clase de trastornos
diarreicos, a 108 que se les ha denominado como E. coli
enteropatégenas (ECEP); ain cuando el mecanismo por el
cual producen las diarreas sélo ha sido explicado hasta '
ahora. (20, 30) La mayor parte de las ECEP estudiadas en
el pasado, correspondian a epidemias, principalmente en
guarderiasio casos aislados de lactantes menores de un aiio
de edad. (20) |

La principal via de transmisién parece ser la fecal-oral,
aunque también se piensa en la via respiratoria, pues se
ha aislado ECEP en nasofaringe. Las madres y el personal
de las guarderfas, como portadores sanos, pueden también
actuar como transmisores.(20)

Gracias a las técnicas de inmunofluorescencia que permitie
ron identificar los serotipos de §. co}j sospschosos de
ser enteropatdgencs, juato con la determinacién de los me-
canismos por los cuales causabin las diarreas y las técni-
cas para detectar las propiedades toxigénicas e invasoras
de cisrtas cepas, se pueden agrupar a cepas de §. coli ex-
traidas de las heces y que son causantes de diarreas ea:

a) Enteropatégenas. (ECEP).
b) Enterotoxigénicas. (ECET).

c) Bntercinvasivas. (ECEI).
(20, 0)



Las distintas cepas de E. coli pueden presentar las tres,
dos, una o ningund de las caracteristicas anteriores. Ade-
mas se ha sugerido que el factor de adherencia pudiera es-
tar relacionado con su cardcter patdgeno. (20, 30)

Las cepas invasivas se detectan en el laboratorio por su
capacidad de producir conjuntivitis en el cobayo inoculado
intraocularmente (Prueba de Sereny) o por su capacidad de
penetrar en las células HEp-2 en cultivos tisulares. (30)

Las cepas toxigénicas a las que se les ha identificado los
dos tipos de enterotoxinas, termoldbil y termoestable (aun
que este descubrimiento no ha conducido ain a conclusiones
de tipo prictico), se pueden identificar usando el método

del asa ligada del intestino de conejo. Mds recientemente
se ha utilizado las técnicas de hibridacién de DNA. (20,30)

Es importante sefialar que muchas cepas toxigénicas e inva-
sivas responsables de gastroenteritis, se han quedado sin
evaluar en el pasado por el desconocimiento de éstas, ya

que los estudios se limitaban a la bisqueda de cepas ente-

‘ropntéqcnal‘y, en el presente, por que la'lnyOtia de los

laboratorios no tienen acceso a las técnicas para identifi
carlas, puesto que los sueros comerciales sélc son adecua-

‘dos para las cepas enteropatégenas. (20)

Yersinia enterocolitica. Aunque se aislé por primera vez

en Nueva York en 1923, fué en los paises escandinavos don-
de por primera vez se relaciond como causante de cuadros

intestinales y oxtraintoltinllcl, tanto en el nifio como en
el adulto. (20) ' Esta bacteria se aisld en el hombre y en

animales como el puerco, la chinchilla y la liebre, por lo
que se piensa que la via de transmisién es del animal al
hoabre, también se ha emitido la hipétesis de una contami-

"nacién a partir del agua. Yersinia snterocolitica se ha

designado antes con nombre como Bacterium enterocolitica,
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Pasteurella pseudotuberculosis tipo B, Pasteurella x,’
Gérmen X, y aunque no constjituye una entidad completamen-
te homogénea, puede diferenciarse entre s{ por varias ca-
racteristicas. (22)

Yersinia enterocolitica es un bacilo Gramnegativo, que se
encuentra agrupado en cadenas cortas o racimos, o bien en
forma aislada, la cocoide predomina en los cultivos incu-
bados entre los 22 y 259 C. Muestra una sarcada tendencia
al pleomorfismo en los cultivos viejos, principalmente en
aquellos desarrollados a 379C o en medios selectivos conb.
el agar SS, agar de citrato desoxicolato, agar LSU y agar
ENDO. E1 tamafio de esta bacteria es variable, dependien-
do del biotipo. Los estudios hechos con microscopio elec-
trénico revelan la presencia de flagelos peritricos para
todos los tipos bioquimicos y serolégicos, el nimero de
flagelos fluctia, seqin la especie, de uno a dieciocho.
(s, 22) '

Ain cuando la yersiniasis puede declararse en cualquier
época del afio, parece ser mis frecuente en la época inver-
nal. La enfermedad tiene un periédo de incubacidn de cua-
tro a diex dias; y parece ser ads frecuente en el hoabre
‘que en ia mujer. . (5, 22)

Los sindromes més frecuentes son la gastroenteritis aguda,
1a cual es més frecuente en niflos menofes de cuatro afos y
el sindrome pseudoapendicular, Que conduce en la mayoria
de los casos a la apendicectomf{a. Debe seflalarse aue Yersi-.
nia también se ha aislado a partir de los ganglios linféti-
cos lll.nt‘titbl( sangre, liquido cefalorraquideo, as{ como
de algunas heridas. (20, 22) Bn la gastroenteritis aguda,
l1as heces pusden ser sanguinolentas y centeser ®oco y neu-
tréfilos polimorfonucleares, se acompafia suchas veces de
dolor abdominal, véaito y fiebre. Generalmente su curacién
es esponténea, de tres d{as a tres semanss, aunque en algu
~ hos ‘casos puede persistir una diarres crénica. (20, 2?)
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En el diagndstico, es muy importante advertir al laborato-
rioc que se sospecha la presencia de este microorganismo,
ya que aunque es fdcilmente cultivable en los medios habi-
tualcl. existe cierta semejanza con enterobacterias como
Proteus por lo que se requiere una incubacidén mds prolonga
da a temperatura ambiente o enriquecimiento en frio. Los
medios selectivos desarrollados para Yersinia ain estdn en
estudio y no se pueden adquirir fdcilmente en el meréado.

"En lo que se refiere a las pruebas seroldgicas, sdlo se

utilizan habitualmente en Escandinavia. (10, 20, 22, 23)

Vibrio parahaemolyticus. Este bacilo Gramnegativo, fué ini
cialmente aislado en 1953, durante una epidemia de diarrea
de origen alimentario en Japdn, posteriormente se le ha en
contrado en otros pa{ses, pero siempre relacionado con la
ingestién de pescados y mariscos; por ejemplo,.por el con-
sumo de cangrejos en Maryland y pot ingestién de gambas en
Louisiana. (5, 20)

Este microorganismo es patigeno tanto para el hombre como
para algunas sspecies marinas. Da origen a una gastroente-
ritis aguds Qque puede confundirse con salmonelosis o shi-
gelosis. El periddo de incubacién es de dos a cuarenta y

ocho horas, y su curacién es esponténea después de unas se

tenta y dos horas, pudiondo‘prolonanlo en algunos casos
hgctl durante diez dfas. La intensidad de la diarrea su-
giere la presencia de una enterotoxina, mientras que la
presencia de moco 'y sangre en las heces, hace pcnnir en un
proceso invasivo de la mucosa del intestino delgado. Tam-
bién se ha descrito la existencia de coagulacién intravas-
cular diseminada asociada a lesiones de los tejidos blan-
dos de la piel. (20, 23)

Para el diagnéstico, al igual que en Y. enterocolitics,
es necesario advertir que se sospecha de Vibrio parashaemo-

lyticus. :



Este microorganismo es haldéfilo y crece bien en concentra-
ciones relativamente altas de cloruro de sodio, substancia
que le es indispensable para su desarrollo. También se pue
de estudiar un posible efecto betahemolitico, as{i como el
serotipo, ain cuando estas caracteristicas no se han aso-
ciado a su accién patégena en el hombre. (4, 20, 23)

Vibrio cholerae. Bacilo Gramnegativo, en forma de coma en
cultivos jévenes y en la materia fecal. Es el agente cau-
sal del célera, enfermedad que se presenta en regiones co-
mo la India y Pakistén y que, sin embargo, se disemina pe-
riédicamente, de tal manera que la dltima pandemia llegd
hasta Europa, aunque en pequeiia escala. (3)

El mecanismo patogénico de V. cholerae es indistinguible del
de la toxina TL de E. coli, aunque en el célera es mayor la

alteracién metabdlica del agua. (3)
La enfermedad es muy contagiosa y produce un cuddro de des-

hidratacién que cursa en cuatro formas: Forma grave (célera
clésico) con una pérdida de liquidos hasta de 20 litros al
d{a. rormsas moderadas o intermedias. Formas leves con pér-

dida de 1 a 2 litros diarios y formas inaparentes. (5)

" 'La diarrea ocurre sin dolor abdominal, ni fiebre, los vémi

tos son tardfos y sin ningin esfuerzo. La pérdida cuantio-
sa de liquidos, por la profusa diarrea, produce concentra-
cién plasmética, ocasionando acidosis por pérdida de bicar
bonato. También puede dar lugar a alteraciones cardlacas
por pérdida de potasio. (14)

 La transmisién es a través de las heces y por via orofecal

siendo la principal via de contagio el agua contaminada
con las heces o vémitos de los enfermos. (3)

£l diagnéstico clinico debe ser confirmado, ya sea por el
aislamiento del microorganismo , o por demostracidén de ah;g
cuerpos especificos en la sangre; pues el poliqto de una
propaqucién asf lo amerita. (23)

Es isportante sefalar que ‘existen otros vibrios semcjantes

al colérico, pero que no aglutinan el suero especifico,por
10 que se les denomina vibrios no coléricos (NCV). (3)

-,‘



7.

Campylobacter fetus. El género Campylobacter ha adquirido
una gran importancia médica, desde que Skirrow, en 1977,
definid una "nueva enfermedad" entérica causada por esta
especie. (26)

Los estudios realizados acerca de la frecuencia de aisla-
mientos de Campylobacter, en las heces de pacientes con en
fernedades gastroentéricas, han demostrado que en algunos
es semejante y ain superior a los de Shigella, Salmonella
y E. _coli enteropatigena. (29) En nuestro pais los estu-
dios que se han realizado son muy pocos.

Campylobacter es un bacilo Gramnegativo, que generalmente

adopta la forma de espirales largas, forma de "S", o bien_
la forma de alas de gaviota. {(23) Es un microorganismo

microaerofilico que crece mejor en una atadsfera con 5% de
oxigeno y hasta en la presencia del 21% de éste, siempre y
cuando se use la mexcla adecuada con COz, hidrégenc y ni-
trégeno. Algunas cepas pueden desarrollarse en condiciones
anaerobias. (18)

Campylobacter fetus es el miembro nés jsportante de este

género, asin embargo otros como C. jejyni y C. coli pqodoﬁ
causar diarreas. (7, 23)

Staphylococcys ayreus. Este microorganisac es causante de
intoxicaciones alimentarias, gracias a umna emterotoxina.
de cuyo mecanismo patogénico se sabe sélo que lesiona las
mitocondrias y afecta la respiraciéan intracelular. Ls bac-

teria, coso tal, no tiene ninguna participaciéa en estps
casos. .

La intoxicacién se manifiesta por vdaitos y diarreas que
pueden conducir a la deshidratacién. Mo existe fiebre, pues
como ya se dijo, no hay participacién bacteriasna.

Kl clésico periodo de incubacién es de aproximadamente cua
tro horas después de hadber inaerido la comida sospechosa.

Por lo regular la bacteria se multiplica y produce su ente
rotoxina en el alimento contaminado antes de ser tngorido.
No es transaisible de una p.tlonl a otra.

- 10 -
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Ademias de la intoxicacidn, Staphylococcus aureus, puede

ocasionar sobreinfecciones, principalmente en personas que
han recibido, por un perfodo prolongado, antibiéticos de
amplio espectro; éstas se caracterizan por una gastroente-
ritis aguda o colitis pseudomembranosa, cuadro que inicial
mente fué asociado a diversas condiciones graves del tubo
digestivo y, posteriormente, a la administracién indiscri-
minada de tetraciclinas y demds antibidticos cominmente re
cetados. El cuadro clinico, el cual no es muy caracteristj
co, presenta diarrea, fiebre, dolor abdominal, deshidrata-
cién y leucocitosis; la rectosigmoidoscopia revela placas
superficiales de color amarillo a nivel del colon y del
sigmoides principalmente, con un aspecto que hace recordar
a la pseudomembrana diftérica. Cuando se sospecha de esto,
sobre todo en pacientes que estén en tratamiento con anti-
bidticos, la demostracién por medio del frotis de las eva-
cuaciones de cantidades notables de cocos Grampbsitivos
puede ayudar en el diagndstico; aunque ce cualquier manera
se requiere la confirmacién con el cultivo. (5, 23)

La determinacién de Staphylococcus aureus en las intoxica-.
ciones alimentarias es diffcil, pues debemos mencionar que
otras bacterias como Clostridium perfringens, Clostridium
"botulinum y Bacilus cereus (algunas de ellas habitantes
normales del intestino) pueden producir 1ntoxicacionos ali
mentarias. (5, 23)

Otras bacterias, ademis de las mencionadas, ocasionalmente
pueden ser causantes de diarreas, aunque su plrtlcipacxdn es
controvertida y dificil de evaluar:.

- Pseudomonas sp. - Edwardsiella sp.
- Entegobacter sp. - Klebsiella sp.
- Proteus sp. - Clostridium difficile.

-1 -



Los pardsitos también se consideran como agentes causales de
diarreas, siendo Entamoeba histolytica y Giardia lamblia los
mds importantes. Podemos agruparlos de la siguiente manera:

l. Protozoarios.

- Entamoeba histolytica.

- Giardia lamblia.

~ Balantidium coli.

2. Nemitodos.

Ascaris lumbricoides.

- Trichuris trichiura.

Necator americanus.

Ancylostoma duodenale.

1

- Trichinella spiralis.

3. Céstodos.

- Taenia solium.

- Taenia saqinata.
- Hymenolepis nana.
~ Hymenolepis diminuta.



Participacidén viral en la gastroenteritia.

A finales de los aflos cuarenta varios autores demostraron que
podian producir diarreas en voluntarios sanos a partir de he-
ces de pacientes con diarrea cuyo filtrado no contenia bacte-
rias. Ain cuando ya se sospechaba del posible bapel de los
virus, no podfa descartarse del todo la hipétesis de que el
filtrado contuviese enterotoxinas, principalmente de Escheri-
chia coli. (20)

Con el perfeccionamiento de los cultivos tisulares se pudo

. poner de manifiesto la existencia de uh gran nimero de aqénf
tes virales y, concretamente, de virus resposables de las
diarreas (11, 16, 20), eptre los que se incluyen:

- Rotavirus. - Enterovirus.
- Astrovirus. - Adenovirus.
- Calicivirus. -~ Parvovirus.

- Coronavirus. Agente de Norwalk.

- Reovirus.

Adenis de los agentes mencionados, se ha informado del papel
de las levaduras del género Candida como causante de gastro

enteritis, sobre todo en pacientes con alteraciones inmunold
gicas o tratados con antibidticos. (11)

- 13 -



Mecanigmos de patogenicidad

De acuerdo al mecanismo patogénico por el que se prodﬁc-n
las diarreas, las bacterias resposables pueden dividirse en
dos grupos:

1. Patégenas no invasivas.

Estas se multiplican en el intestino, pero sin invadir la
mucosa; es decir no causan el dafio por este mecanismo, si
no por la produccidén de enterotoxinas que promueven la (] ]
lida de l{quidos, en una cantidad tal, que no pueden ser
reabsorbidos por el colon. Dentro de este grupo podemos
citar las cepas enterotoxigénicas de ggcherichia coli,

las cuales pueden producir dos tipos de enterotoxinas: una
termolébil y otra termoestable. La primera tiene un meca
‘nismo de accién semejante a la de Vibrio chglerss, pues
ejerce su efecto patégeno estisulando la sdenilciclasa de
las células epiteliales del intestino delgado y, como efec
‘to directo, un aumento en la concentracidn intracelular de
AP ciclico y finalmente, inhibicidn de 1a absorcién de
s80dio e incremento en la secrecién de cloruros, bicarbona-
to, potasio y agua hacia la luz del intestino delgado; to-
do'ello sin alteraciones histopatolégicas de la mucosa in-
testinal. De la toxina termcestable, se sabe que actia
con rapidez a nivel del {leon terminal, no es antigénica,
y la antitoxina de . colj ode V. cholerge no 1s neutra-
lizan. No se ha observado que tenga lcttvt‘aﬂllobrc ol
AMP ci{clico, ni que se inactive por calentamiento durante
30 ainutos. '

La informacidn para sintetizar estas enterotoxinas reside
en plésmidos o episomas, los cuales pueden adquirirse,
perderse o transferirse con gran facilidad. Debido a la
transferencia de los plésmidos para sintetizar enterotoxi-
nas por conjugacién sexual, se han encontrado cepas de

- 14 -



2.

Klebsiella y Proteus y Pseudomonas capaces de producir dia

rreas por este mecanismo.

Recientemente se descubrid otro factor de patogenicidad en
diversas cepas de E. coli, conocido comn factor de coloni-
zacién, que permite a las bacterias adherirse a la mucosa

intestinal, ademis de multiplicarse, paso que en la actua-
lidad se considera muy importante o, al menos, coadyuvante
en la enteropatogenicidad de las bacterias de este grupo.

Este factor también es regulado por plésmidos y deternina

la formacidén de estructuras conocidas como “pili" o “fim-

bria", (11, 17)

Patdgenas invasivas.

Su mecanismo de accidn'radica en la invasidn de los teji-
dos, provocando una reaccién inflamatoria. Algunas espe-
cies del género Shigella y algunas cepas de E. coli no
productoras de enterotoxinas, lesionan inicialmente el in-
testino delgado y posteriormente el cqlon, ed donde causan
inflamacién y ulceracidn del epitelio mucoso. Shigella

dysenterise produce ademids un enterotoxina citotéxica pa-

ra las células del endotelio capilar, también algunas ce-
pas de E. coli producen una toxina similar.

Las diversas especies del género Salmonella atraviesan el
epitelio llegando hasta la ldmina propia, en donde produ-
Cen una respuesta inflamatoria en los tejidos submucosos,
siendo esta reaccién de tipo polinuclear, estimula la pro-
duccién de prostaglandinas, que incrementan la actividad
de la adenilciclasa, desencadenando finalmente el proceso
ja descrito y que conduce al desencadenamiento de la dia-
rrea. (11, 16)
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Mecanismos de defensa intestinal

El organismo humano posee una serie de mecanismos y barreras
en contra de substancias agresivas, como microorganismos, aler
genos, toxinas y enzimas. Fstos mecanismos, que se encuentran
a lo largo del aparato digestivo, evitan la penetracidn, im-
plantacidn o multiplicacién de los agentes nocivos. Es impor~
tante seflalar gque es necesaria la participacién de todos y ca-
da uno de dichos mecanismos, pues la disminucién de alguno de
ellos puede traducirse en dafios localizados © generalizados de
las estructuras intestinales. Los mecanismos de defensa intes
tinal pueden clasificarse en: ‘ '

1. Mecanismos no inmunitarios.

Se encuentran dentro de la luz intestinal y a lo largo de
1a superficie mucosa, su funcidn consiste en controlar el
desarrollo bacteriano en la luz intestinal, dissinuir o di-
ficultar el contacto y la adherencia de los microorganiamos
patdgenos y disminuir por dispersién la masa del alergeno.
{), 16) Entre estos tenemos:

a) Flora intestinal.- Se establece desde el nacimiento y
va modificéndose durante el crecimjento, influenciada
por factores tales como la alimentacidén, los hébitos de

"higiene, la zona geogrifica, etc. En condiciones de
equilibrio, la flora normal impide el desarrollo de mi-
croorganismos patigenos, por competencia metabdlica de
los nutrientes requeridos, por alteracidn del pH, de .
los potenciales de oxidorreduccidén o por produccién de
bacteriolisinas. La importancia del equilibrio en la
flora habitual, se observa en aguellas pcrsonls'en
quienes se ha modificado, por ejemplo, por tratamiento
prolongado con antibidticos. (3, 16)
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c)

d)

e)

Secreciones.~ Las glucoproteinas del moco (mucinas) y
los polimeros de la saliva, impiden el contacto y la
adherencia de los microorganiamos a la superficie epi-
telial de la boca, posteriormente el aseo los arrastra-
rd, Las glucoproteinas y los glucolipidos localizados

a lo largo del intestino y que pbsccn una estructura
similar a la superficie de las células epiteliales,
actian como receptores de los microorganismos; mientras
gue las mucinas se adhieren a ]los sitios donde el epi-
telio puede ier penetrado. La accién de estas substan-
cias se ejerce no sdlo sobre las bacterias, sino tam-
bién sobre los virus, toxinas y alergenos. (3, 16}

Motilidad intestinal.- Se refiere a los movimientos pe~
ristdlticos intestinales que son, quizas, el recurso
mids importante para contener la proliferacidén bacteria-
na en el intestino, pues impide la adherencia de los

microorganismos ademis de eliminarlos. (3, 1l6)

Barrera gdstrica,- Formada por el dcido clorhidrico y

" la pepsina principalmente, los cuales son factores limi

tantes del paso de los microorganismos y material anti-

'génico que se haya digerido. Cuando esta funcidn se al-

tera, se ha observado proliferacién de bacterias en el
intestino delgado, principalmente Gramnegativas, con
un aumento de infecciones gastrointestinales. (3, 16)

Barrera hepética.~ Es importante el sistema reticuloen-
dotelial hepitico para la eliminacidén de las toxinas y

_demds substancias nocivas absorbidas de la luz intesti-

nal por la circulacién porta. Las sales biliares consti
tuyen en si otro medio de control bacteriano, pues in-
hiben el desarrollo de algunos tipos de bacterias.

(3, 16)
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2. Mecanismos inmunitarios.

Estdn representados por la inmunoglobulina A secretora

principalmente, la IgM secretora como recurso supletorio

y por la respuesta celular de las placas de Peyer del

ileon.

(3, 16)

a) IgA secretora.- Tiene como ventaja su gran resistencia

a la accidn proteolitica de enzimas como la tripsina y
la quimotripsina, sus caracteristicas mds conocidas

aon:

i)

ii)

iii)
iv)

v)

Controlar la proliferacidén bacteriana en la Juz
intestinal.

Producir lisis bacteriana, fijar el complemento
por el sistema de properdina y‘utilizar la izo-
enzima del jugo entérico parA la lisis de bacte-
rias, principalmente E. coli,

Mejorar o aumentar el indice opsonocitofdgico.

Producir neutralizacidén viral en la superficie
epitelial del intestino.

Presentar accién especifica contra algunos agen-
tes patdgenos intestinales o generales. '
(3, 16)

b) IgM secretora.- Considerada como un recurso iupletorio,
cuando hay cierto déficit de la IgA secretora, es menos
eficiente que ésta. (3, 16)

c)

Inmunidad celular.- Representada por las subpoblaciones
de linfocitos existentes,en las placaa de Peyer del

ileon, son capaces de responder a los antigenos presen-
tes en la luz intestinal. (3, 16) '
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Salmonelosis

Salmonelosis es el nombre que se da a cualquiera de los cua-
tro sindromes clinicos provocados por el género Salmonella.
(12, 14)

El género Salmonella se encuentra ubicado en la tribu III Sal-
monelleae de la familia Enterobacteriaceae de acuerdo- a Ewing,

y en la parte VIII segin el Manual Bergey. (2, 9, 18)

Son bacilos cortos, Gramnegativos, facultatives, generalmente
méviles, no esporulados, que producen acido sulfhfdrico, no
producen ureasa, érecen en el Citrato de Simmons (excepto S.
typhi) no fermentan la sacarosa, la salicina, ni la rafinosa,
en cambio fermentan la glucosa con produccidn de acido y gas;
resisten las sales biliares y descarboxilan la ornitina y la
lisina. Registen bajas teﬁperaturas,vpero se destfuyen por ca-
lentamiento a 602C durante 15 ¢ 20 minutos. (2, 14, 16, 18)

El esquema antigénico de este género es muy complejo y com-
prende tres antigenos que son:

1. Antigenos somdticos (0).
Se sncuentran en el cuerpo del microorganismo, son respon-
sables de la microaglutinacién, resisten el alcohol y el'
écido fénico. Pueden extraerse con dcido tricloroacético,
por digestidn tripsica o por solubilizacidn con dietilen~
glicol. Son termoestables. (5)
Quimicamente estdn formados por un polidsido fosforilado,
por un lipido A conjugado a una proteina y por un lipido
fécilmente extraible. (5)
La especificidad radica en el azicar terminal del polidsi-
do el cual también determina la férmula antigénica de cada
serotipo; puesto que muchos se repiten, es posible que '
exista una antigenicidad cruzada, (5)



2. Antigenos Vi.

Denominados asi porque se pensd que de ellos dependia la
virulencia. Pueden extraerse por el método de Boivin con
acetato de uranio., Son similares al antigeno K de E. coli
y eatdn constituidos por polimeros de dcido aminohexurdni-
co. Segin la riqueza de este antigeno, las cepas pueden
ser V (ricas), W (pobres) o VW (intermedias). . Del género,
sélo S. typhi y S. paratyphi lo poseen, éunque también es

posible encontrarlo en otros géneros distintos a Salmone-
lla, como por ejemplo Citrobacter y Escherichia. Puede

enmascarar o inhibir completamente la reaccién antigeno

somdtico-anticuerpo. (5, 19)

Antigenos fiagelares H.

Responsables de la aglutinacién floculenta que se desinte-
gra por agitacién. Existen sélo en las formas méviles, por
lo que se encuentra en mayor cantidad en los cultiveos 1li-
quidos. Pueden ser de dos tipos intercambiables, se clasi~
fican como fase 1 designada por letras, o como fase 2 de-
signada por niumeros. Una bacteria puede estar en alguna de
estas fases y, sin embargo, toda la colonia puede ser una
mezcla de ambas. Los antigenos H son termolibiles y los
deastruye el alcoﬁol: sin embargo, resisten el formol que
destruye a los antigenos 0. (5, 17)

otros antigenos menos importantes son el M de las cepas capsu
ladas y el R de las cepas desprovistas del antigeno 0. (5)

Variaciones antigénicas.

Entre las mds frecuentes se encuentran:

Las cepas méviles pueden convertirse en inlévilcl por la
pérdida de flagelos.

La variacidn de las formas lisas o § con antigeno O, a for

mas R con pérdida de aquél, lo cual se demuestra con la a-

‘glutinacién esponténea en solucidn fisioldgica. Para evitar
~@sto se debe dar el menor nimero de pases.

Existen también variaciones en cuanto al antigeno vi y los

antigenos H.
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Desde el punto de vista clinico, pueden agruparse segun los
serotipos en tres grandes divisiones ecoldgicas:

1.

Especies de Salmonella adaptadas al hombre.
Entre éstas, Salmonella typhi o bacilo de Eberth, y los se-

rotipos paratyphi A, paratyphi C y gendai de la especie Jal
monella enteritidis, todos éstos no tienen huésped interme-

‘ diario'y raras veces infectan a los animales. Poseen las si

guientes caracteristicas: un numero relativamente pequefio

'de bactérias (un milldn o menos) pueden producir el padeci-

miento; el periodo de incubacidn es prolongado(10 a 20 dias)
predominan los cuadros tifofidicos en comparacidén con los de
gastroenteritis y tienden a dejar portadores permanentes, y
a ser endémicas. (3, 15)-

Especies de Salmonella adaptadas a los animales.
Entre las gue se incluyen: Salmonella cholerae-suis en el
cerdo; S. enteritidis serotipos pullorum y gallinarum en

las aves, el serotipo dublin en los rumiantes, el serotipo
abortus-equi en los caballos y el serotipo abortus-ovisg en
las cabras. Son caracteristicos los cuadros clinicos de ti-
po septicémico con localizaciones extraintestinales cuando
afectan al hombre, y producen elevada mortalidad en los ni-
foa. (3, 15) '

'Especies de Salmonella no adaptadas a ningin huésped en par

ticular.

Infectan a los animales y al hombre por igual, se incluyen
los 1,800 o mds serotipos de S; enteritidis, siendo 50 de
ellos los responsables de mis del 90X de las afecciones y
10, de mis de las 2/3 partes de los casos.

Sus principales caracteristicas son: es necesario un gran
numero de microorganismos para producir la enfermedad, la
cual casi siempre es gastroenteritis; el periodo de incuba-
cidn es corto y son raras las localizaciones extraintesti-
nales. (15)
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Patogenia.

Aldn cuando los microorganismos del género Salmonella presen-
tan una gran heterogenicidad en cuanto a su patogenia, pode-
mos generalizar lo siguiente:

Penetran por via oral, por ejcaplo, por haber ingerido comida
contaminada, y dependiendo de la dosis de microorganismos (mi
nimo un milldn), de la virulencia de la cepa y de la predispo
sicidén del huésped {(factores qécesarios para producir la en-
fermedad), los microorganismos atraviesan la ldmina propia
provocando una reaccién inflamatoria de los tejidos submuco-
805 y una estimulacidén en la produccidén de prostaglandinas,
con lo que se desencadena el proceso ya descrito y que condu-
ce a la produccidén de diarrea. (14, 15, 16)

La mayoria de las cepas de Salmonella, producen al mismo tiem
po una respuesta de leucocitos polimorfonucleares que son ca-
paces de ingerir y destruir los microorganismos, por 1o que
en estos casos la infeccidn es de tipo autolimitado y de cura
cidén espontinea; pero en otras ocasiones, se multiplican y pa
san a la circulacidn general, y si no son captados por el gig ,
tema reticuloendotelial, causan lesiones metastésticas en or-
ganos distantes. Por ejemplo, Salmonella typhi que desencade-
na una reaccidn de células mononucleares en la limina propia,
se disemina al torrente vascular. Cuando el torrente sangui-.
neo ha sido invadido por los bacilos tifoidicos, y‘taabi‘n no
tifoidicos, éstos llegan a drganos distantes donde se multi-
plican, con lo que pueden causar endocarditis, meningitis,
neumcnfa, osteomielitis o pielonefritis. No ha sido posible
la demostracidn de que Salmonella produzca una enterotoxina
semejante a la de V. cholerae o de E. coli. (14, 15)

La-oxiltencia de anticuerpos especificos, puede ptotoqcr en
la etapa inicial de la enfermedad, pero si es superada ésta,
la progresién, el cuadro clinico e histopatolégico y la evo-
lucidn, son semejantes a los casos en qQue no habia anticuer-
pos inicialmente. (1l5)



cuadro clinico.

Todas las especies del género Salmonella, incluyendo su gran
nimero de serotipos, son potencialmente patdgenas para el hom
bre, en el cual producen diversas manifestaciones clinicas,
que pueden agruparse en cuatro categoria:

1, Gastroenteritis.
2, Septicemia, con o sin localizaciones focales.
3. Cuadro tifoidico.

4, BEstado de portador subclinico, convaleciente o crdnico.

Como se observa, el cuadro clinico es muy variable, asi tene-
mos desde las formas subclinicas hasta las septicemias fulmi-
nantes. Los sindromes mencionados pueden presentarse en forma
individual, consecutiva o a veces simultdnea, aunque existe
una marcada tendencia hacia una sola de las formas clinicas,
las cuales se describirdn a continuacidén. (15)

1. Gastroenteritis.

Es la manifestacidn clinica mis comin producida en la en-
fermedad por Salmonella. El periodo de incubacién es muy
variable, entre 6 y 48 horas. Se caracteriza por la triada
sintomitica de fiebre, dolor abdominal y diarrea, el cua-
dro puede durar de tres a cinco dias y la intensidad pue-
de ir de la forma benigna a la muy grave. Inicialpohte
aparece ndusea y vémito, acompafiados de dolor abdominal
y diarrea de intensidad variable, algunos pacientes tienen
evacuaciones ligeras y otros presentan cuadros explosivos,
aparatosos en frecuencia y cantidad. Las heces pueden tam-
bién contener moco y sangre; y en estos Casos no es posi-
ble distinguirla de la disenteria bacilar. Esta forma es
Ruy comin en 108 nihos pequeiios, pero es rara entre los
adultos. La teng,rntura va;ta;dc teb;;cula a fiebres de
30 a 400C. Aproximadamente en el 50X de los casos la tea-
peratura se normaliza en uno o dos dias.
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En la exploracidn fisica se encuentra aumentado el peris-
taltismo intestinal, molestia y dolor franco a la palpa~-

cidn. La enfermedad dura en promedio cinco dias, pero no

es rara la diarrea recurrente o prolongada. (3, 14)

Septicemia con o sin localizaciones.

Estd caracterizada por fiebres intermitentes acompaﬁadas
de escalofrios, sudoracidn, anorexia y pérdida de peso,
pero no se cbservan los signos caracteristicos de las fie-
bres tifoidea y paratifoidea como son las manifestaciones
gastrointestinales, rosecla o leucopenia. Ademads las des~
cargas de microorganismos de los teijidos linfoides intes-
tinales a la sangre son intermitentes. (14)

Los coprocultivos son negativos, sin embargo, el hemocul-
tivo en la mavoria de los casos resulta positivo. Ademas
el 25% de los enfermos con septicemia, presentan manifes-
taciones localizadas de infeccidn. Los procesos focales
pueden estar conectados directa o indirectamente con el
sistema gastrointestinal, como en los casos de apendici-
tis o peritonitis; o bien pueden ser resultado de una
propaqaciéq por via hematdgena, como neumonia, meningitis,

"osteomielitis o endocarditis. (14, 15)

Fiebres tifoidicagt

Definidas por Janbon como "una adenolinfoiditis mesentéri-
ca especifica, con bacteremia, poco rica en microorganis-
mos circulantes y con intoxicacidén del S. N. vegetativo,
que o8, en lo esencial, provocada por la endotoxina pues-
ta en libertad en el tejido adenoideo, por la lisis de los

. bacilos". (5)

El tiempo de incubacidn es de catorce dzas en los przme-
ros siete dias los sfntomas son insidiosos. No es rara
una bronquitis y molestias intestinales, es mil frecuente
el eatrefiimiento que la diarrea, existe meteorismo y una
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insinuada esplenomegalia; puede haber leucopenia. En resu-
men, al principio puede contar con manifestaciones intes-
tinales, bronquiales, nqninqoal, etc., para la segunda mi-~-
tad del periodo de incubacidén, la fiebre llega ya a 400C

y Si es que ain no existe tratamiento, el pulso es disocia
do y dicroto. E1 enfermo pornanccelpostrldo e indiferente,
aungue cada vez es mds raro este cldsico cuadro, lo mismo
que la roseola. Actualmente con el tratamiento adecuado,
los casos de muerte son escasos. (5, 14)

4. Estado de portador subclinico, convaleciente o crénico.

Acerca de este estado, adlo se hard mencidn de que es de‘
dificil evaluacidn, ya que muchos casos no llegan al cono-
cimiento de l1os médicos o de las autoridades sanitarias.
El estado de portador desaparece espontineamente o puede
persistir durante afics. El uso de antilicrobiano-‘no ha
dado buenos resultados. ‘

Epidemiolog{a.

Las salmonelas son bacterias cuyo hibitat natural es el tubo
" 'digestivo del hombre y los animales, siendo estos los mds im-
portantes como reservorios.

La fuente de infeccidn mids importante son las heces de perso-
nas enfermas o de portadores asintomiticos. El mecanismo de
tranamision es a través del agua o de alimentos contaminados.
también es posible la transmisidn directa a través de las ma-
nos. Los alimentos miés frecuentemente contaminados son ague-
llos de origen animal, como la carne, los huevos y la leche

Y sus derivados. (16) '

Aunque las enfermedades por Salmonella pueden aparecer en
cualquier época del afo, se ha observado que son més frecuen-
tes durante los meses de verano. Las personas de todas las
- edades_ son susceptibles, pdro son més frecuentes en los nifios
menores de 10 afios, la frecuencia disminuye conforme aumenta

}a edad. (14) - 28 -



También se ha observado que la distribucidn seguin el sexo,
estd vinculada con la edad. As{ durante los primercs 20 afos,
es mds frecuente la infeccidn en los varones, después de los
20 afios la relacidn se invierte. (14)

Diagndstico.

En los casos de fiebre tifoidea y de septicemia, puesto que
el cuadro clinico es inespecifico, es necesario el aislamien-
to del microorganisﬁo causal y las reacciones seroldgicas
{Reaccidn de Widal). Los aislamientos pueden hacerse tanto en
sangre como en heces u orina. (15)

El hemocultivo, usado para el diagndstico precoz de la tifoi-
dea, debe hacerse antes de la administracidn de antibidticos,
siendo positivo en el 90X de los casos durante la primera se-~
mana y en el 75% en la segunda semana. . |
El coprocultivo tiene mayor posibilidad de ser positivo a fi-
nales de la segunda semana. v

Para el diagndstico de la gastroenteritis, se debe también
proceder al aislamiento del agente etioldgico, para diferen-
ciarla.de la enteritis viral, de la intoxicacidn alimentaria
y de las disenterias bacilar y amibiana. (14, 16)

Otros estudios complementarios de laboratorio también‘pueden

- ser iutiles, sobre todo para un diagndstico presuntivo répido,
entre estos tenemos (15, 16):

~ Biometria hemitica, generalmente normal, en ocasiones
leucocitosis moderada con neutrofilia. ‘

- Frqtis de materia fecal, con presencia moderada de moco.

- . Reaccidn de Widal, titulos altos (mds de 1:160),
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Shigelosis

Shigelosis es el nombre que se da a la enfermedad producida
por las diversas especies del género Shigella, caracterizada
por diarrea, fiebre, dolor abdominal, tenesmo y evacuaciones
que pueden contener sangre, moco y pus. (14)

En 1856, Shiga aisld un bacilo inmdvil Gramnegativo, en enfer
mos de disenteria durante una epidemia en Japén, posteriormen
te brobé que este microorganismo era el agente causal, que
recibié su nombre. (14) ‘

Cuatro afios después, Flexner encuentra un bacilo semejante
al de Shiga, al estudiar unos casos de disenteria en Filipi-

nas.

El género Shigella se encuentra, segin Ewing, en la tribu
Escherichiae de la familia Enterobacteriaceae , y de acuerdo

a la clasificacidén del Manual de Bergey en la parte VIII.
(2, 5, 9)

Antigénicamente y basados en los antigenos somiticos O exclu-
" sivamente (puesto que al no haber flagelos, no se implican
los antigenos de estos), pueden distinguirse cuatro grupos:

Subgrupo A : S. dysenteriae con serotipos del 1 al 10,

Subgrupo B : S. flexneri con serotipos del 1 al 6,
Subgrupo ¢ : §S. boydii con serotipos del 1 al 15,

Subgrupo D : S. sonnei no posee serotipos.

Los microorganismos del género Shigella son bacilos cortos,
Gramnegativos, inmdviles, no esporulados. No producen acido
sulfhidrico ni ureasa, no crecen utilizando el citrato como
ﬁnica fuente de carbono, no fermentan la lactosa, fermentan
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la glucosa sin produccidn de gas, resisten las sales biliares,
son sensibles a los cambios fisicos como el pH, el calor o la
desecacidn; no descarboxilan la lisina. (2, 4, 5, 18)

Patogenia.

Las shigelas que se han fijado al epitelio integtinal atravie
san las células de la mucosa y se multiplican en su interior
con tendencia a permanecer ah{; los casos de migracién con
produccién de septicemia son raros. La penetracidn e infec-
cidn de las células vecinas provoca la destruccidn de éstas,
con formacidn de ulceras caracteristicas en la mucosa intesti
nal. La hemorragia presentada a este nivel es la causa de que
las heces presenten sangre, lo que es caracteristico en la
enteritis por Shigella. (14, 15)

Es importante la presencia de E. coli y la demds flora normal
para el control de la infeccidn por Shigella. Esto se demues-
tra al infectar un cobayo amicrobiano y a otro criado en me-
dios habituales; el primero muere a las 48 horas, en tanto
que el segundo no presenta ninguna alteracidn. Asimismo, los
cobayos amicrobianos, si son contaminados con E. coli, no son
lesionados por la inoculacidén de Shigella flexneri. Puesto
que el efecto protector no es mediado por colisinas, se ha
propuesto un estimulo morfogénico, por parte de E. coli Y
otras bacterias, que madura el sistema linfoide v altera la

estructura intestinal, lo que contribuye a una mayor capaci-
‘dad defensiva contra la penetracidn de las bacterias. (15)

Cuadro clinico.

En eate casd, también es posible distinguir cuatro cuadros
clinicos, que son:

1, Sindrome disenteriforme.

Con un periodo de incubacién de uno a tres dias, presenta
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evacuaciones escasas, muy frecuentes, que contienen moco,
sangre y ocasionalmente pus. Fiebre de 38.5 a 409C y dolor
tipo c¢dlico. La curacidn es espontdnea, aproximadamente a
los cinco dias de haberse iniciado el cuadro. No es fre~
cuente este cuadro en nifios menores de sels meses de edad.
(3)

Diarrea profusa disenteriforme.

Con un periodo de incubacién de dos a cuatro dias, presen
ta dolor abdominal, cbélicos, evacuaciones liquidas {(dos a
cuatro por dia) y fiebre de 38 a 392C. Dos dias después
del inicio de este cuadro aumenta la cantidad en las evé'
cuaciones y ahora presentan sangre en pequefias cantidades,
lo cual puede ser resultado de una enterotoxina semejante
a la de E. coli. (3)

Diarrea profusa.

En este caso las evacuaciones se inician dos dias después
de la ingestidn de los microorganismos (102 a 104 bacte-
rias) puede no existir fiebre y las evacuaciones van en

“aumento, tanto en frecuencia como en cantidad, y tienen

alguna semejanza con las del cdélera y las originadas por
la TL de E. coli, por lo que es necesario aislar al baci-
lo para establecer el diagndstico. Su duracidn es de tres
a cinco dias. (3)

Cuadros atipicos.

Tal vez debido a una enterotoxina neurotéxica, a las ma-
nifestaciones anteriores se le anaden signos nerviosos.
El liquido cefalorraguideo es normal, La evolucién clini-~
ca tiende a la curacidn total. (3)



Epidemiclocgia.

Existe en todas partes del mundo, pero en especial en las
zonas subdesarrolladas, por las inadecuadas condiciones sani
tarias.

El reservorio es el hombre, y la transmisidn puede ser por
alimentos contaminados y directamente por via ano-oral, pues
basta un minimo de 180 a 200 bacterias para producir la en-
fermedad. La propagacidn pasiva a causa de las moscas también
es frecuente. (5, 6)

De los tres grupos enteropatdgenos cldsicos (Salmonella, Shi-

gella y E. coli enteropatégena),les el mds frecuente y amplia
mente distribuido. Afecta a los adultos y a los ninos mayo-
res de seis meses, es raro en los recién nacidos, posiblemen-
te por la proteccidn adquirida a partir de los anéicuerpos
maternos. (16, 23)

En México es mds frecuente Shigella flexneri, seguida de s.

sonnei, S. boydii y S. dysenteriae. Los fendmenos epidemio-

16gicos que establecen este orden se desconocen, pero se ha
observado, por ejemplo, que Shigella flexneri predomina en
los estratos socio-econdmicos bajos y que conforme mejoran

las condiciones de vida, las demds:especies empiezan a ser
mas comunes. (6, 23) '

Diagndstico.

Cuando la enfermedad se presenta en la forma tipica, con
fiebre y diarreas sanguinolentas, éste no resulta tan difi-
cil; pero en los casos benignos con diarrea acuosa y signos
generales nulos, o en los cascs graves con comienzo atipico,
el diagnéstico se comprueba con el cultivo de Shigella a par
tir de las heces o material obtenido del recto o sigmoides,
El hemocultivo muy rara ve:z resulta positivo. (14)

- 30 -



Aunque el diagndstico final se basa en el aislamiento del ba
cilo, otras pruebas de laboratorio pueden ser importantes:

- Biometria, con leucocitesis, neutrofilia y bandemia.

- El frotis de materia fecal muestra gran cantidad de
leucocitos polimorfonucleares.

- La rectosigmoidoscopia muestra inflamacidn intensa
de la mucosa, gue sangra facilmente, puede haber
membrana fibrinosa y zonas grises de necrosis o ulce

ras.
- Las alteraciones de los electrolitos dependen de la
intensidad del vdmito y la diarrea.

{6, 14)

Todos estos datos son importantes si se toma en cuenta que
el coprocultivo es positivo en un 30-60% de los casos, mien-
tras que el hemocultivo sdlo lo es en un 0.5%.

Actualmente se estd probando la identificacidén rdpida de
Shigella en los frotis d~ heces usando sueros especificos

- marcados con fluoresceina, aunque su empleo no ha sido gene-

ralizado ain por rarones prdcticas. (6)

Por todo lo anterior, el coprocultivo sigue siendo el mas
empleado para confirmar el agente etioldgico.



PARTE EXPERIMENTAL

a) Material y Equipo:

Asas y porta-asas

Estufa bacterioldgica
.Mechero

Microscopio 6ptico compuesto
Cajas Petri

Tuboa de ensayo

b) Soluciones y reactivos:

Alcohol~-acetona

Reactivo de Kovacs

Solucion de cristal Qiolota

Solucién de safranina

Solucién de yodo para el caldo tetrationato
Solucién de rojo de metilo

Solucién dc‘rojo de fenol

Solucién yodada de Gram

Solucién de NaOH al 40%

C;gatinina



¢) Medios de cultivo:

Placas con medio de agar Shigella-Salmonella (SS)

Placas con medio de agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato(XLD)
Tubos de 13 x 100 con medio de Kligler

Tubos de 13 x 100 con medio de Citrato de Simmons

Tubos de 13 x 100 con medio de SIM

Tubos de 13 x 100 con medio MR - VP

Tubos de 13 x 100 con caldo Urea

Tubos de 16 x 150 con caldo de Tetrationato

Tubos de 16 x 150 con solucién salina gliceriﬁada amorti

guada,

d) Sueros antiespecie:

Suero polivalente anti-Salmonella de los grupos A hasta
el I més VI, ’

Suero polivalente anti-Shigella grupo A (S. dysenteriae)

Suero polivalente anti-Shigella grupo B (S. flexneri)
Suero polivalente anti-Shigella grupo C (5. boydii)

Suero polivalente anti-Shigella grupo D (S. sonnei)

e) Otros:

Sensidiscos para pruebas de sensibilidad a los antibid-
ticos.
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METODO

Se trabajaron mil muestras de heces de personas adultas, de
nivel socio-econdmico medio y que, debido al cuadro de gas-
troenteritis establecido por su médico, fueron remictidas al
Laboratorio de Bioguimica Especializada para la elaboracidn
de un coprocultivo. Las muestras de aspecto normal se des-

cartaron.

También se incluyeron en el estudio 50 muestras de heces don
aspecto normal de personas adultas de nivel socio-econdmico
medio, sin cuadro clinico gastroentdérico, como control de la

flora normal.

En las muestras patoldgicas, se buscd la presencia de Salmo-

nella y Shigella. En los casos negativos para éstas, se iden

tificaron las enterobacterias mas abundantes en las heces,
ademas de Pseudomonas y levaduras, cuando predominaron sobre

los demas microorganismos.

En los controles también se identificaron los microorganlsmos

mds abundantes evidenciados por el coprocultive.

Para el aislamiento de Salmonella y Shigella, se usé agar XLD

y agar S§ antes y después del enriquecimiento en caldo de te

trationato.

Para aislar a las bacterias mas abundantes en los casos nega
tivos para Salmonella y Shigella y en los controles, se usd

solamente el primocultivo en agar XLD, ya que el agar SS,
siendo mas selectivo, podria haber inhibido el crecimiento
de algunas bacterias. El cnriquecimiento en caldo tetrationa
to tampoco fué considerado para estos casos ya que también
altera 1la relacidn de enterobacterias en las heces, pues fa-
vorece el crecimiento de algunas bacterias patdgenas inhi-
biendo a otras coliformes.

Se dispuso de otras pruebas bioguimicas, ademds de las gque
se mencionan, para los casos en que pudiera ser dificil es-
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tablecer la identificacidn, sin embargo esto no fué necesa-

rio.

También se empleo la tincidn de Gram para las colonias cuya
morfologia no correspondia a la mostrada por enterobacterias,
principalmente, en el caso de levaduras.

La técnica general empleada se detallard mds adelante.

Se usaron dos métodos para obtener las muestras:

a) Raspado rectal con hisopo, conservando éste en solucidn
salina glicerinada amortiguada.

b) Materia fecal evacuada recientemente, recogida en un fras
co estéril de boca ancha. Las muestras gue no se trabaja
ron inmediatamente fueron conservadas en solucidn salina

glicerinada amortiguada.

Procedimiento.

a) Con un hisopo estéril se tomd una parte de la muestra y
se inoculd en un extremo de las placas de agar XLD y agar
S8, para posteriormente con e] asa flameada efectuar es-
trias cruzadas para facilitar el aislamiento. Se incuba-
ron las placas a 379C durante 24 horas.

De las colonias desarrolladas después de ese tiempo, se
escogieron las gue, por sus caracteristicas culturales,
fueron sospechosas de ser de Salmeonella o Shigella; con

ellas se inoculd en tubos de agar de hierro de Kligler,

agar Citrato de Simmons, medio SIM, caldo Urea y en dos

tubos con medio MR-VP, siguiendo los procedimientos habi-

tualeé, cbn el objeto de observar las pruebas de fermenta

cidn de la glucosa'y la lactosa, producridn de dcido sulf
‘ hidrico, utilizacidén del citrato, péoduccién de indol y
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b)

¢)

las pruebas de rojo de metilo y Voges-Proskauer.

En los casos requeridos se procedid a efectuar estudios
serolégicos con los sueros antiespecie correspondientes
siguiendoc las instrucciones del fabricante.

Ccen otra parte de la muestra, se inoculé el caldo tetra-
tionato al cual se le agregaron 3 6 4 gotas de la solu-
cidn de yodo antes de ser incubado a 379C durante 16-18
horas.

Después de este tiempo se resembrd en placas de agar XLD
y agar 85, siguiendo posteriormente todos los pasos del
pdrrafo a).

En los casos en que el coprocultivo fué negativo para

Salmonella y para Shigella, se escdgieron dos de las co-
lonias mds abundantes que desarrollaron en las placas de
agar XLD del paso mencionado en el inciso a), para efec-
tuar con ellas pruebas de actividad bibquimica, inoculdn- !
dolas en los medios apropiados ya descritos,

Para las muestras de control, sdlamente se inoculd en agar
XLD, prosiguiéndose con los pasos descritos en el inciso c).

En este trabajo, la eleccidén del método fué originada por
factores como las condiciones técnicas y econémicas del la-
boratorio, asi como la naturaleza de las bacterias que se
iban a aislar, ademis de la experiencia personal; sin embar

go se debe mencionar la existencia de diversos métodos como
los recomendados por Edwards y Ewing y por la Asociacidn
Americana de Microbiologia,
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RESULTADOS

Resultados de los coprocultivos realizados en 1,000 muestras
de heces de personas adultas de nivel socio-econdmico medio
que presentaban cuadro gastroentérico y que fueron enviadas
para la elaboracidn de dicho estudio al Laboratorio de Bio -

quimica Especializada por su médico.

N2 de Muestras Positivos Negativos*

1,000 _ 211 789

* Tomdndose como negativos todos los casos en los gque no se
encontré Salmonella ni Shigella, sino unicamente flora ha-
bitual.
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Microorganismos aislados de coprocultivo a partir de 1,000

muestras.,

Microorganismos N2 de Aislamientos %
Escherichia coli 642 64.2
Klebsiella sp. 61 6.1
Citrobacter sp. 50 5.0
Enterobacter sp. 42 4.2
Proteus sp. 87 8.7
Proteus morganii 37

Proteus mirabilis 30

Proteus rettgeri . 15

Proteus vulgaris 5

Providencia . 2 0.2
Hafnia 1 0.1
Salmonella sp. 99 9.9
Shigella sp. 112 11.2
Shigella flexneri 42 .
“Shigella sonnei 35

Shigella boydii 19

Shigella dysenteriae 16

Alcaligenes ) ' 0.8
Pseudomonas sp. 8 0.8
. Levaduras 12 1.2

En las 50 muestras de control de perasonas sanas, en todas se
aislé Escherichia coli en forma abundante, a excepcidn de dos
casos en los cuales compart{a este predominio com Klebsiella -

y Alcaligenes respectivamente.
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Microorganismos que se encontraron combinados en los copro-

cultivos,

Microorganismos

Citrobacter

5p.-

Alcaligenes sp.

Citrobacter

Sp.-

Escherichia coli

Citrobacter

Sp.'-

Klebsiella sp.

Citrobacter

sp.-

Proteus morganii

Citrobacter

Sp.-

Enterobacter sp.

Citrobacter

$p.-

Proteus rettgeri

Citrobacter

ap.-

Pseudomonas

sp--

Levaduras

Escherichia coli

Pseudomonas

Sp.‘

Proteus morganii

Pseudomonas

Sp-'

Klebsiella sp.

Proteus mirabilis-Escherichia coli

Proteus mirabilis-Proteus rettgeri

Proteus rettgeri -Escherichia coli

Proteus rettgeri - Klebsiella sp.

Proteus rettgeri - Levaduras

Proteus vulgaris - Klebsiella sp.

. Proteus vulgaris -Escherichia coli

Levaduras - Escherichia coli

Levaduras - Proteus morganii

’39‘

NQ de Aislamientos

20

o e

N e

N e e e e o

%

0.1
2.0
0.3
0.1
0.1
0.1
0.2

0.1
0.1
0.1
0.3
0.2
0.4
0.1
0.1
6.1
0.1
0.5
0.1



NUMERO DE MUESTRAS TRABAJADAS DE ACUERDO AL SEXO.

SEXO MASCULINO LR A B B R R BN SO S R R A O Y ) 352
SEXO FEMENINO ..uvseeeenssocncesses 436

SIN DATOS P OP I EP I I B Gt e 212

TOTAL ...--'-.-.-oo.o-....o-...l,ooo

FRECUENCIA DE MICROORGANISMOS ENTEROPATOGENOS AISLADOS
DE 788 MUESTRAS DE ACUERDO AL SEXO.

Aislamientos
Totales Masculino % Femenino %
Salmonella sp. 71 39 54.9 32 "45.1
Shigella sp. 90 36 40.0 54 60.0
§. flexneri 36 18 50.0 18 50.0
S. sonnei 26 6 23.1 20 76.9
S. boxdii 17 7 41.2 10 58,8
S. dysenteriae 11 5 45.4 6 54.6

Total de Salmonella
sp. ¥ Shigella sp. 161 . 15 ‘ 46.6 86 . 53.4
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MICROORGANISMOS AISLADOS A PARTIR Dé 1,000 MUESTRAS POR MEDIO

DEL COPROCULTIVO.
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MICROORGANISMOS ENTEROPATOGENOS AISLADOS POR MEDIO DEL COPRO-

CULTIVO EN 788 MUESTRAS DE ACUERDO AL SEXO.
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DISCUSION B2 LCS RESULTADCS

De las mil muestras analizadas, 211 fueron positivas para

Salmonella sp. y Shigella sc., lo gue repreosenta el 21.1% de!

total de los coprocultivos; el resto (789), es decir el 78.9%
resultaron negativas. Estos valores ya ze habian previsto y
nos dejan ver gue un gran porcentaje de casos de gastroente-
ritis pueden corresponder a etiologias difersntes a las analj

zadas en este estudio (Salmorells sp. y Stinella sp.).

Se aislaron 99 casos de Salmonella (5.3%) y 112 de Shigella
(11.2%) de estos ultimos corresponden a 3. flexneri: 42 ca-~
sos (4.2%), S. sonnei: 35 (3.5%), $. bovdii: 19 (1,9%) y

S. dysenteriae: 16 (1.6%). Estas cifras son muy parecidas a

1

h

las reportadas por varios autores. 5. flexnerl sigue siendo

la mds frecuente en nuestro medio, seguida de S. sonnei.

Respecto a las bacterias mds abundantes en los cultivos ne-

gativos para Salmonella sp, y Shigella sp., se encontrd lo

siguiente:

Escherichia coli fué la mids frecuente, aungue su evaluacién

se dificulta, ya que también se a1slé casi siempre en los con
troles; sin embargo, ya se han mencionado las cepas invasivas
y toxigénicas de este género, por lo que su frecuencia ameri-
ta la implantacidén y desarrollo de técnicas sencillas para la
deteccidn de esas propiedades patdgenas, sobre todo en las
muestras procedentes de nifios entre 0 y 2 afios de edad.

" El segundo lugar le corresponde a las especies de Protesus,
aunque se ha reportado la existencia de cepas toxigénicas, en
este estudio se encontré que los porcentajes de las diversas
especies por separado son muy bajas, posiblemente se deba con
siderar a Proteus morganii con 37 aislamientos (3,.7%) y a

Proteus mirabilis con 30 aislamientos (3%) como posibles agen
tes etioldgicos en las diarreas.
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En tercer, cuarto y quinto lugar respectivamente, encontra-
mos a Klebsiella sp. con 61 aislamientos (6.1%), Citrobacter
sp.con 50 aislamientos (5%) y a Enterobacter sp.con 42 (4.2%).
De estas bacterias se han encontrado cepas toxigénicas y la
frecuencia relativamente alta de ellas hace pensar que es ne-
cesario valorar su participacidén como agentes etioldgicos en

las diarreas.

El sexto lugar le corresponde a las levaduras con 12 aisla-
mientos (1.2%) y el séptimo a Pseudcmonas sp. Aunque la
frecuencia de estos dos microorganismos es muy baja, ya se

se han mencionado anteriormente como causantes de sobreinfec-

ciones en personas inmunodeficientes o en tratamiento prolon-
gado con antibidticos de amplio espectro, por lo que no debe

descartdrseles como posibles agentes causales. Por ultimo te-
nemos a Alcaligenes sp., a Providence y a Hafnia, con una fre

cuencia tan baja, gue podrian descartarse como causantes de

diarrea.

Se encdntraron combinadas, posiblemente teniendo un efecto
sinérgico, las siguientes bacterias: -Citrobacter sp.-Esche-
richia coli en 20 ocasiones (2%), Proteus mirabilis-Esche-
richia coli en 5 ocasiones (0,5%), Levaduras-Escherichia coli
gn;4 {0.4%) y algunas otras combinaciones menos frecuentes.

Te puede observar que una cantidad ligeramente superior de
muestras trabajadas correspohdia a mujeres. En la presente
década, la incidencia de enfermedades gastroentéricas ha au-
mentado considerablemente en las mujeres, ya que cada vez son
mids las que trabajan fuera del hogar y ahora, al igual que
los hombres, el comer fuera de la casa se traduce en mayor
posibilidad de adquirir enfermedades gastrointestinales. Sin
embargo, esta cifra ligeramente superior en las mujeres, tam-
bién poarf{a deberse a que los hombres tienden a ir menos al
médico, por lo que muchos casos no son reportados.



También se observd un ligero predominio de Salmonella en los
hombres {(54.9%) y de Shigella en las mujeres (60%).

Shigella flexneri se encontrd con igual frecuencia en ambos
sexos.

Shigella sonnei tiene un marcado predominio en las mujeres

{76.9%) v en Shigella dysenteriae éste es menos notorio
(54.6%).
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CONCLUSTIONES

El nimero relativamente bajo (21.1%) de aislamientos positi-
vos para Salmonella y Shigella, de las muestras analizadas
en este estudio, pudiera explicarse por las siguientes cau-

sas:

1.

2,

A la existencia de bacterias enteropatdgenas, diferen-
tes a las estudiadas aqui, y que aunque en otros pai-
ses se estudian con mds profundidad rutinariamente, en
el nuestro el estudio de su frecuencia y participacién
etioldgica en las gastroenteritis apenas se'inicia,
por ejemplo, Campylobacter sp. y Yersinia sp.

A que en enterobacterias tradicionalmente no patégenas,
algunas de sus cepas hubieran podido adquirir informa-
cidén para producir enterotoxinas u otras caracteristi-
cas que les permitieran producir enfermedades diarrei-
cas por cualguiera de los mecanismos previamente des-
critos, ‘

A una participacidn muy importante de los agentes vi-
rales.

A procesos no infecciosos tales como: tensiones, tras-
tornos fisioldgicos o metabdlicos, etc.

-~ Aunque el porcentaje total de aislanientos de Jalmonella
y Shigella (21.1X), as{ como los valores individuales
(Shigella 11.2%, Salwonella 9.9%) corresponden, con poca:
variacidén, a los reportados por varios autores (3, 3, 2¢)
no e» posible establecer una cosparacién, pues se trata
de poblaciones diferentes y en este estudio se trabajéd
exclusivamente con muestras de personas adultas de nivel
socio-econdmico medio.



El encontrar abundancia de un microorganismo en el copro-
cultivo de pacientes con padecimientos diarreicos, puede
no ser algo casual,sino que puede ser causa o efecto en
el proceso diarreico. Sin embargo, este hecho no indica
por si mismo la enteropatogenicidad de esas bacterias,
pues es necesario establecer claramente su participacidn
haciendo uso de los postulados de Koch y, mejor aidn, es-
tableciendo el mecanismo por el cual se produce la enfer-
medad.

En este estudio, se encontraron con cierta frecuencia y
en forma abundante Proteus sp., Klebsiella sp., Citrobac-

ter sp. y Enterobacter sp., en ese orden de importancia,

por lo gue estas bacterias merecen un estudio mis profun-

do para determinar su posible papel etioldgico en las dia
rreas.

En la actualidad se han encontrado cepas de estos microor
ganismos que poseen propiedades enterotoxigénicas, sin en
bargo no deberia descartarse la posibilidad de que produ-
jeran las diarreas por otros mecanismos, comoc el invasivo
o haciendo uso del factor de colonizacidén ya mencionado,
gue aunado a la proliferacidn y gran cantidad de produc-

tos del metabolismo pudieran causar trastornos gastroin-
testinales. ‘ '
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ANEXOQ A

FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE

Definicidn.

De acuerdo a Edwards y a Ewing {(9), se caracteriza por estar
constituida por bacilos Gramnegativos, que crecen bien en

los medios de cultivo ordinarios; son aerobios o anaerobios
facultativos, con especies inmdviles o mdviles por flagelos
peritricos:no esporulados son catalasa positivos y oxidasa ne-
gativos, fermentan una gran variedad de hidratos de carbono,
entre ellos la glucosa, la cual utilizan fermentativamente
con produccidn de acido o acido y gas, reducen los nitratos

a nitritos, no licuan el alginato y el pectato sdlo es licua
do por el género Pectobacterium. ‘

Esta familia comprende bacterias patdgenas y no patdgenas.
Entre las patdgenas se puede mencionar a Salmonella, Shige-

lla, Arizona y algunos serotipos de Escherichia.

El género Edwardsiella, due posee una sola especie: Edward-
siella tarda, ha sido asociada con la produccidén de diarreas.

Entre las no patdgenas generalmente se menciona a Citrobac-
ter, Serratia, Proteus, Klebsiella, Enterobacter y Providen-

ce, Sin embargo, ocasionalmente estos tltimos pueden estar
asociados con casos O brotes de enfermedad y, naturalmente,
pueden desempefiar un papel mas activo cuando se localizan
fuera del tracto intestinal, que es su hdbitat natural. Por
ejemplo, en el tracto genitourinario, en liquido cefalorra-
qufdeo, 0 en la cavidad peritoneal.
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CLASIFICACIONES.
Clasificacidn segin Kauffman (13). Comprende tres tribus:

1. Escherichieae, con cuatro géneros:

Escherichia

Citrobacter

Salmonella

Shigella

2. Klebsiellae, con cuatro géneros:

Klebsiella
Enterobacter
Hafnia
Serratia

3. Proteae, con cuatro géneros:

Proteus

Morganella

Rettgella
Providencia

Clasificacién segin Ewing (9). Comprende seis tribus y
trece géneros con sus correspondigntes especies:

Familia: , Enterobacteriaceae

Tribu 1 Eschericheae
- Género 1 Escherichia
Especie ' Escherichia coli
Género 2 Shigella
Especies Shigella dysenteriae
Shigella flexneri
Shigella boydii
Shigella sonnei

~Tribu_ Il Edwardsiel leae
Cénero 1 tdwardsiella
Especie Edwardsiella tarda




Tribu III
Género 1
Especies
Género 2
Espeacie
Género 3
Especies
Tribu 1V
Género 1
Especies
Género 2
Especies
Género 3
Especies
Tribu v
Género 1
Especies
Género 2
Eapecies
Tribu VI
Género 1
Kkapecie
Género 2

Especie

Salmonelleae

Salmonella

Salmonella cholerae-~suis
Salmonella typhi
Salmonella enteritidis

Arizona
Arizona hihsawij

Citrobacter
Citrobacter diversus
Citrobacter freundil

Klebsielleae

Klebsgiella

Klebsiella pneumoniae
Klebsiella ozaenae
Klebsiella rhinoschleromatis

Enterobacter
Enterobacter cloacae
Enterobacter aerogenes
Enterobacter hafniae

. Enterobacter agglomerans -

Serratia

Serratia marcescens

Serratia liguefaciens
Serratia rubidaea

Proteeae
Proteus
Proteus vulgaris
Proteus mirabilis
Proteus morganii
Proteus rettgeri

frovidoncil
Providencia alcalifaciens
Providencia stuartii

Ervinieae

Erwinia
rwinia amylovora

:

—

d

ectobacterium
ctobacterium carotovorum
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Clasificacidén sequn Bergey

das de la siguiente manera:

TRIBUS

Escherichieae

Klebsielleae

Proteae

Yersinieae

Exwinieae

(2). Incluye cinco tribus agrupa

GENEROS Y ESPECIES

Escherichia
Edwardsiella
Citrobacter
Salmonella

Shigella

Klebsiella
Enterobacter
Hafnia
Serratia

Proteus vulgaris
Proteug mirabilis
Proteus morganil
Proteus rettgeri

Providencia

Yersinia pestis )
Yersinia pseudotuberculosis
Yersinia enterocolitica

Exrwinia amylovora
Erwinia herbicola
Erwinia carotovora

Las tribus y géneros propuestos por Ewing corresponden
parcialmente a los propuestos en la clasificacidn del

Manual Bergey, en la primera no

se incluye a la tribu

Yersinieaea y se admiten las tribus Salmonelleae vy

Edwardsielleaes.
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ANEXO B

PRUEBAS COMUNES PARA EL ESTUDIO DE LA FAMILIA
ENTEROBACTERIACEAE. (1,2,4,5,17,18)

En la actualidad se han disenado algunos medios diferencia-
les con el objeto de observar simultaneamente dos o mas
pruebas en un mismo tubo, entre los mas utiles estdn: el me-
dio TSI (Agar Hierro Triple Azucar) y el Agar de Hierro de
Kligler, que contienen glucosa, sacarosa, lactosa y un indi-
cador de pH, en estos medios se puede apreciar la produccidn
de acidez debida a la fermentacidn de los carbohidratos y la
produccidn de dcido sulfhidrico, asi como la produccidn de
gas a partir de la glucosa.

El medio LIA (Agar Lisina Hierro) contiene lisina, sal de

- hierro y un indicador de pH, para observar descarboxilacidn
y desaminacién oxidativa de la lisina, produccién de dcido
sulfhidrico y gas a partir de la glucosa.

El medio MTO, es un medio semisdlido que contiene triptica-
sa L-ornitina y un indicador, es Gtil para observar la movi-
lidad, descarboxilacidén de la ornitina y produccion de indol.

Por la combinacidn de los resultados en los tres medios des-
critos, puede hacerse =n algunas enterobacterias, una dife-~
renciacién presuntiva hasta género o especie.

A continuacidn se analizard con mids detalle el fundamento de
la mayoria de las pruebas mis usuales:

l. Prueba del Indol.

Esta prueba se basa en la facultad de oxidar el triptofa-
no a metilindol (escatol), y éste a indol. El indol y el
- escatol con el rectivo de prueba, (reactivo de Kovacs o
" de Ehrlich) ptoducdﬁ un compuesto rosado muy soluble en

alcohol.



2.

Reaccidén del Rojo de Metilo.

Esta prueba se basa en la produccidn de 4dcido a partir de
la glucosa, en cantidad suficiente como para vencer el
efecto neutralizador del amortiguador, dando una reaccidn

dcida, lo cual hace gque el indicador (rojo de metilo)} vire

‘a rojo; si sélo se produce una pequeiia cantidad de 4dcido,

éste sera neutralizado por el amortiguador.

Reaccidn de Voges-Proskauer.

Voges y Proskauer descubrieron en 1898 una coloracién ro-
ja fluorescente que aparecia en ciertos cultivos, al agre
garles unas gotas de solucion KOH, Mds tarde se supo que
esto era debido a la oxidacién del acetilmetilcarbinol
(2,3-butilenglicol) que pasaba a diacetilo, el cual a su
vez reaccionaba con la peptona del medio, dando una colo-

racidn roja. La reaccidn completa es la siguiente:

glucosa----» acetilmetilcarbinol----3 diacetilo

diacetilo + KOH + O + arginina ~---3 eosina (color rosado!
Nota: La mayoria de las enterobacterias dan reacciones de
RM y VP opuestas, ya que el aumento de la alcalinidad
(reaccidn RM negativa) se debe a la produccidn de acetoina
(reaccidn VP positiva).

Reaccidn de Citrato.

Esta prueba se basa en la facultad que tienen algunas bac-
terias de utilizar el citrato como tnica fuente de carbono.

Los métodos mas empleados son:

Reaccidén de Koser, cuyo mecanismo se basa en la turbidez
del caldo de cultivu, debida al desarrollo bacteriano.

Prueba en Agar Citrato de Simmons, el mecanismo se basa en
gque la util;zacién del citrato deja un residuo de sodio;
como el medio tiene azul de bromotimol como indicador, la
alcalinidad resultante hace gue el medio vire de verde a
azul.
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- Reaccidn de sangre citratada, en este caso el empleo (de-

plecidn) del citrato permitird la coagulacidn de la sangre.

Produccidn de Acido Sulfhidrico.

Esta prueba se basa en la facultad que tienen algunas bac-
terias de reducir los aminodcidos sulfurados a H,S. En los
medios especiales que tienen ya incorporada la sal de un
metal, las colonias o el medio presentan un color negro
por la formacidén de sulfuro del metal correspondiente: sul

-furo de Fe, Bi, etc.

Pueden utilizarse tiras de papel impregnadas.

Prueba de movilidad.

Las enterobacterias méviles poseen flagelos peritricos,

los cuales estan constituidos por una proteina contractil
denominada flagelina. Esta proteina es antigénica y consti-
tuye el antigeno H (termoldbil .y especifico). Son sinteti-
zadas por un ribosoma especial, el flagelosoma.

Es importante utilizar cultivos jdvenes, ya que a menudo la

movilidad se pierde con la edad,

Reaccidén de la Ureasa.

Esta prueba se basa en la facultad de hidrolizar la urea,
la reaccién efectuada es la siguiente:

NH,-CO-NHp----> CO2 + NH3 |

NH3 + H20---->» NH4OH (alcalino)

Un dlcali produce color rojo debido al indicador rojo de
fenol.

Pruebas de fermentacion de los Hidratos de Carbono.

Estas pruebas se basan en la deteccidn de los productos
resultantes de la fermentacidén o utilizacidén de los hidra
tos de carbono, polihidroxialcoholes, glucésidos o sales
de dcidos orgdnicos, denominados cominmente carbohidratos.



El 4cido resultante de la fermentacidn o el dlcali libe-
rado por la utilizacidn de los hidratos de carbono, da
como resultado un cambio en el pH.

Los medios usados para estas pruebas, cldsicamente cons-
tan de agua peptonada enriquecida con 1% de hidratos de
carbono. Para estudios de fermentacidén u oxidacidn, se
aflade un indicador (frecuentemente rojo de fenol). El
cambio de color indica produccidén de &cido., Mediante tu-
bos de Durham invertidos, se puede recoger el gas produ-
¢ido: las burbujas en la parte alta de estos tubos indi-
can produccidn de gas.

El metabolismo de los carbohidratos por las bacterias'
puede producir distintas substancias, que incluyen gases
(CO; y H2), alcoholes y Aacidos grasos.

Para la identificacidn preliminar de Entercbacteriaceae,

se emplean medios dobles de azicar, basados en el medio
de Russel con lactosa y glucosa. Estos medios se vierten
en tubos inclinados y se inoculan a partir de colonias
aisladas unicas, haciendo una estria sobre la superficie
y una picadura en el fondo del tubo. Un microorganismo
que fermente ambos azucares volverd décidos el fondo y la
superficie, de modo que el indicador (rojo de fenol) se
torne amarillo. La produccidén de gas agrieta el agar, o
lo hace subir por el tubo. Con un microorganismo que fer-
mente la glucosa, pero no la lactosa, el fondo del tubo
donde no hay oxiqéno>se vuelve amarillo, pero la superfi-
cie se vuelve roja de nuevo, por inversidn de la reaccidn
- en condiciones aerobias con utilizacién de la glucosa. S§i
no hay fermentacion de ninguno de los azicares, el color
sigue rojo en todo el medio,

En estas preparaciones es importante no utilizar tapohes
de rosca, sino tubos tapados solamente con torundas de
algoddn. Se pueden citar como medios similares el agar de
Krumwiede, con tres azucares (lactosa, sacarosa y glucosa),

- 85 .



el agar de Kligler, que contiene hierro (ferroso) ademds
de glucosa y lactosa y el agar TSI que contiene lactosa,

sacarosa, glucosa y una sal ferrosa.

Si se utiliza peptona como fuente de nitrdgeno, puede ser
atacada para producir amoniaco suficiente como para neu-
tralizar el dcido de la fermentacidén. Es mejor utilizar
las sales de amoniaco como fuente de nitrdgeno, ya que
sélo se descompone la cantidad suficiente para ser utili-
zada en la sintesis celular. ‘

9, Utilizacidn del Acetato.

Esta prueba se basa en la facultad del microorganismo de ’
utilizar el acetato como uUnica fuente de carbono. La uti-
lizacidén del acetato deja un residuo de sodio:

Na + OH ======>NaOH (alcalino)
Cono el medio tiene azul de bromotimol como indicador, la
alcalinidad resultante hace que el medio tome un color
azul.

10. Reaccidn de KCN (Prueba de Braun).

" Esta pruebé se basa en la facultad de crecimiento en cia-
nuro de potasio (KCN) muy diluido. La turbiedad visible
indica el crecimiento (el sistema respiratorio no es blo-
queado por el KCN). '

11, Utilizacidén del Malonato.

Esta prueba se basa en que la utilizacidén del malonato de
scdicv deja como residuo sodio (Na):

Na + OH -----pNaOH (alcalino)

Esto produce un color azul en el ‘medio, debido al indica
dor de bromotimol.

" 12, Reaccién del Gluconato.

Esta prueba se basa en la facultad de convertir el écido



13.

14.

15.

glucdnico en 2-ceto-gluconato, y la deteccidn de éste co-
mo substancia reductora.

Descarboxilacidn de la Ornitina.

Esta prueba se basa en la facultad de descarboxilar el
aminodcido ornitina para dar la amina putresceina, libe-
rando CO2 y alcalinizando el medio. Los medios que se
usan en los métodos de Falkow y Mgller o en el medio MIO,
tienen incorporados el indicador pirpura de bromocresol;
las enterobacterias inicialmente hacen virar el medio a
amarillo (4dcido) por la fermentacidn de la glucosa pero
finalmente la descarboxilacidn devuelve al medio el co-
lor purpura (alcalino).

Descarboxilacidén de la lisina.

Esta prueba se basa en la facultad de descarboxilar el
aminodcido lisina para dar la amina cadaverina, liberan-
do COj; y alcalinizando el medio. En los medios usados en
los métodos de Falkow y Mgller, asi como el agar con li-
sina y hierro y el caldo de lisina y descarboxilasa, en-
tre otros, se utiliza el puirpura de bromocresol como in-
dicador, por lo que el mecanismo para estos medios, es
similar al de la descarboxilacidn de la ornitina. El mé-
todo de Carlquist utiliza ninhidrina, 1la cual reacciona
con la cadaverina (producto de la descarboxilacidn) dan-
do un compuesto de color rosado a pﬁrpura{

Arginina Dihidrolasa.

El principio de esta prueba es el siguiente: la arginina
es sometida a desaminacidn hidrolitica y descarboxila-
cidén dando ornitina, CO2 y 2NH3: el amoniaco al disolver
se con el agua da una reaccién alcalina., esto origina un
color pirpura en el medio (caldo de Mgller y Falkow).
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16, Reaccidn DNAsa.

Se basa en la facultad de producir la enzima desoxirribo-
nucleasa. En los casos positivos, aparece una zona clara
alrededor de la colonia (por haberse destruido el DNA)
cuando se revela con HC1 1 N. En el caso negativo no se
advierte zona clara. También se puede revelar con azul
de toluidina al 0.1%; en el caso negativo no se advierte
cambioc de color, permanece azul, en el positivo qambié a
color rosa. ‘ '
Esta prueba se usa principalmente para diferenciar el Es-
tafilococo patdgeno (+) de los sapréfitos (~-). También se
usa para la diferenciacién de Serratia (+) de Enterobac-
ter (-}. o o

17. Reaccidn ONPG (orto-nitrofenil- @-D-galactopirandsido).

La lactosa es un disacérido formado por una molécula de
glucosa y una de galactosa, qnida@ por un enlace de tipo
A ~galactésido. La fermentacién de la lactosa reguiere
dos enzimas; una permeasa, que regula ia entrada de lac-
tosa a la bacteria, y una _#-D-galactosidasa para el me
tabolismo de la lactosa. Parece que una tardanza en la
fermentacidén de la lactosa se debe generalmente a la fal
ta de permeasa. Por lo tanto la biuisqueda de qalactolidiég
debe indicar rapidamente si el microorganismo puede fer-
mentar la lactosa. El orto-nitrofenil-_@-D-galactopira-~
nésido es una -ubstancia incolora que, al romperse el en

 lace galactésido que contiene, da lugar a un compuesto
amarillo, el o-nitrofenol; este compuesto actia como indi
cador de la actividad de galactosidasa.

" Nota: El cultivo sometido a prueba debe ser hécho en un

medio gque contenga lactosa, para asegurarse qQques el aicro-
organismo ha tenido estimulo para producir lactasa.



18.

19,

20.

Desaminacidn de la Fenilalanina.

Esta prueba se basa en la capacidad de transformar la
fenilalanina por desaminacidn oxidativa, en dcido fenil-
pirivico. Este reacciona con el cloruro férrico, produ-
ciendo un color verde. Proteus y Providence son las uni-

cas enterobacterias que dan positiva la reaccién A.F.P.

Licuefaccidn de la Gelatina.

Es-a prueba se basa en la facultad de descomponer la ge-
latina,hasta aminodcidos. Como la gelatinasa no es una
enzima proteolitica propiamente dicha, esta reacéién no
puede ser reemplazada por las de protedlisis. .

- Método de picadura en gelatina:; El medio no gelifica
sino que es descompuesta la gelatina.

-~ Método de Frazier, modificado: Precipitacidn de la
gelatina no digerida. '

- Método de la pelicula de rayos X: Extraccidn visible
de la capa de gelatina.

Reduccidn del Nitrato.

Se basa en la facultad de reducir el nitrato (NO3) a ni-
trito (NO2). Algunas bacterias reducen el NO; a NH3,
NH0H, N20.

La reduccidn del nitrato es un proceso anaerobio.

-~ Método standard: La reaccidn en busca de presencia de
nitrito.

- Método de la placa: En presencia de NO2, la hemoglobi-
na es oxidada a metahemoglobina.
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ANEXO C
PREPARACION DE REACTIVOS

Alcohol ~ acetona.

Alcohol etflico de 952 iveeevesvsanssvransacsss 250 ml
ACELEONA  eroesereacsossossnsnascssesasassassenass 250 ml

Mezclar y conservar en frasco con tapdn esmerilado.

Cristal violeta.

Solucidn A:

Cristal violeta .....iccevevesanrncccscansssosns 2 g
Alcohol etilico de 952 ....cveeerrearsnesnessns 20 ml
Mezclar y disolver.

Solucidén B:

Oxalato de amonio +s.sivicecsenancessssassessss 0.8 g
Agua destilada ........cic00cnieettecincesenese B0 M1l
Mezclar y disolver. '

Para su empleo:

1. Agregar la solucién A a la solucidén B.
2. Reposar durante 24 horas.

3. Filtrar antes de su empleo.

Solucidn yodada de Gram.

Cristales de yodo ......ccieesencoccncscneacees 1@
Yoduro de potasio ........i.ceesinancniiienanens 2 g
Agua de.til‘d. l'l'..l.ll‘l'.lll.."...ll'.lfﬂl Joo .1

a) Moler las substancias sdlidas en unos 20 ml de agua
destilada. .

b) Agregar el resto del liquido.

c) Filtrar en un frasco color caraselo.

d) Guardar a resguardo de la luz; desecharlo cuando el
color comience a aclararse.
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Solucidn de safranina.
Solucidn concentrada de safranina:

Safraﬂiﬂao S 9 P B2 W PSRBT PSR RT S PR SN SAGOeNsNe S 2!59
Alcohol etilico de 959C ...cvveevevnccnnansavoasns 100 ml
Mezclar y conservar en frasco de cristal.

solucidén de trabajo:
Diluir 1:10 con agua destilada. Guardar en frasco con
tapdn esmerilado. ‘

Solucién salina glicerinada amortiguada.

Cloruro de 80di0 ceeeeeviocsecavssscssnssnnssocsa 4:2 G
KZHPO4 anhidro .eveeeecsencsoccsosecssnsssasace 3.1 g
K2PO4 anhidro ...ceceievsnnsessvcssoanscncccsaa. la0g
GliCerina ......eiececessassvasscacsssncsessess 300 ml
Agua destilada ....cuversetrrcrensrsanes C.bep.1000 ml

El cloruro y los fosfatos se disuelven en el agua, se
afiade la glicerina y se afora a un litro con agua. Se
divide en volumenes de 10 ml en tubos de 16 x 150 y se
afiladen cuatro gotas de rojo de fenol. La solucidn debe ‘
tener un color rosado (alcalina).

Solucidén de rojo de fenol.

Rojo d. f.nol LR BN SN BN BN O BN BE Y N NN BN RN RN RN B AN N AN NN NN RN B NN N B B ] o'lg
Hidréxido de 830dio 0.0l N ...ccevcvcccassessees28.2 ml
Agua destilada, hervida y enfriada ......C.b.p. 250 ml

. Se disuelve el rojo de fenol en el hidrdxido de lodio Y

se afora a 250 ml con agua destilada.

Solucidn de rojo de metilo.

RO)O d. ..tilO DR N N A R I N A N N X Y o.l g

Alcohol et{lico de 959 ...,..iccavecnvassscreses JOO m}
AQua destilada ..i...iciiiiiiicnesernisonnesess. 200 ml

Disolver el rojo de metilo en el alcohol y adicionar el
agua destilada.
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Solucidn de yodo (para el caldo de tetrationato).

Yodo @n Cristales ..cvvecsessescascssssrssscses 6 @
Yodurode potasio % B & 6 0 0 gD 0 0P NS E AP e N Sg
Agua destilada ....ierrcrcrsrersavrsternensesnes 20 ml

Moler las substancias sdélidas en unos mililitros de
agua y después agregar el resto.
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