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e RESUMEN

Cla prcscnte}lnyesrl lgacién'rluvo como objetivos. . 1) Determinar la
fr';:(;ﬁénwcrlva )V"Vdis'\ribuk:ibn de los diferentes enlcrt;palbgénos aso~
; 'ciracr:losdray |a',‘dla;'l'réru;con sangre y disenter{a en_pacientes menéresr
“de 15 afios; " 2) * Corretacionar la presencia de Iveupocil'os P;M.N.
con }al a’gente etiolbgico aislado; 3) Comparar el pnrcen\ajé de
“aislamiento de Canpylobacter sp en 105 medias. S.S.M."y Campy-BAP,

,VDe_,‘ma»l‘"io de 1990 a marzo de 1991, fueron captados 140 pacientes en
18 Unidades de Atencién Médica de Primer Nivel del 1:M§.5.5, y’ * 2
Ceptroé de Safud. , : N
A léé muestras se les realizo: .coprocultive, blsqueda de leucoci-~

: ”'os fecales:y amiba en fresco.

i’éra~e| aislamiento de Shigella sp, Salmonella sp y Escherichia

“coli;- 5e emplearon medios sclectivos y/o diferenciales, agar Mac
ConKey, agar Mac ConKey-Telurito, agar 5SS, agar Verde Brillante y
agar XD, en forma directa y c¢on previo cenriquecimiento en caldo

Selenito de sodio. EI aistamiento de Aeromonas hydrophila, se -

efectud utilizando agar TSA. Campylobacler sp sc ais!d con los me
dios 5.5.M. y Canpy-BAP en formu directa e indirecta, utilizando

caldo tioglicolate al 0.4% de agar. Para el aislamiento de Yersinia
enterocolitica se empled agar Yersinia con y sin previo enriqueci-

mienta en caldo Yersinia., La observacidn del moco fecal sc realizd

empleando la tincidn de Giem En la investigacion de Entamodba
“histolytica, sdlo fueron considerades los trofuznitos, los cuales
se buscaron con la técnica de Tricromo de Gomori modificado por

Wheatley.

La frecuencia de enteropatdgenos aislados en los pacienles fueron:
Shigella sp 21%; Campylobacter sp 20%; Salmoneila sp 18%, E.coll

citotdxica 8%; Aeromonas hydrophila 2%, vy Entamoeba hisioiytica

2%. No se aislé Yersvinia enterocnlitica. De los enteropatbgenos

estudiados Shigella sp, Safmonella an y Campylobacler sp, prescn-
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tan una !ncldcncla”v’mynr,en nifes pequeiios, encontrindose.la prime
“ra de 'éslrz'ls,' con mayor f[recuencia en el Vgrupo de paclientes 'de uno
a"‘ciﬁco‘véiﬁos'y tas vv:n‘ras' dos en paci“enlcé menores de un afio. l.a.'-‘:
infecciones mixtas representaron el 9%.  En c¢f estudio de moco

fecal -Shigella_sp, presenta mds de 50 leucocitos PMN. en aproximada
mente el 40% de sus aistamienlos y en los pacicntes a tos qﬁe se

les alsld Satmonelta sp, Campylobacier sp y E. celi citoldxica el

nimero de PMN fue desde 2 hasta 50 células. Con respecto al aisia
miento de Campylobacter sp, el porcenlaje obienido ‘en los mcdios
SSM, Canpy-BAP, SSM-tioglicolato y Canpy~-BAP-tioglicolato fueron
respectivamente: Campylobacter jejuni - (11,43,25.y. 61%),-y B
Canpylobacter coli (14,14,14 y 18%). T :



INTRODUCCION

porila Organ zacié' Mundial de:la: Salud, mas de 1 3 °mit. millones:
de: eplsodios dlarrelcos oz:ur-ren cnda afia-en nifios menores de -

Afrtca, America Lalina y Asia {incluyen-

do Ch!ria) en esle grupo, 4 miltones de nifos mueren anualmente

: ,de diarrea ocurr[endo el 80% de csias muertes én los primeros

“dos. afios de vida: {12,66).

México estd caracterizado por altos indices de morbimortal idad,
en ips que predominan los padecimientos infecciosos y la desnu-
tricidon. Dentro de los primeros, fa diarrea infecciosa aguda
ha dejado de ocupar el primer lugar como causa de muerte desde
hace varios afios, pero sigue siendo uno de los principales moti-
vos de consuita y de hospitalizacidn en todo el territorio nacio
nal, lo que constituye la segunda causa de morbilidad. (32, 37,
42, 58).

En el Distrito Federal muchos nifios presentan de 3 a 5 cuadros de
dlarrea al afio con un promedia de 2.7 por nifio, mientras que en
poblaciones rurales, el 98% de los menores de un afo presentan 3
cuadros en promedio en e! curso dec su primer afio de vida y atros
3 en el curso del segundo (12, 17, 26).

Estudios socioecondmicos confirman que los factores contribuyen—
tes a la alta incidencia de diarrea incluyen, hacinamiento, nive
les de saneamicnto bajo, agua contaminada e higiene inadecuada

en la preparacidn de alimentos, (13,36,39,58) y que precisamente
el descenso en la mortalidad se debe a mcjoramientos de cstos fac
tores, y la aplicacidn de canpafias de hidratacidn oral. Por otra

parte, existe una accidon sinérgica enire las enfermedades infec-



La éllologfa de la diarrrea lnfeccic’sa aguda puede ser de origen
“viral ;"bacteriano o parasitario. Encontrindose en diferentes
estudios epidemioldgicans tendientes a determinar la etiologia
_de la diarrca infecciosa aguda, que los agentes patégenos mas

comanmente asociados son Rotavirus, Canpylobacter jejuni, E.

coli_enterotoxigénica, Shigella sp, Salmonella sp, vy Glardia

lanbl ia, observindose diferencias en la frecuencia de aislamien
to segin el grupo de edad estudiado (26,42,58).

LLa diarrea infecciosa aguda sin sangre es un tipo de diarrea que
requiere Gnicamente manejo nutricional, prevencién o tratamiento
de la deshidratacién para evitar la desnutricidn y complicaciones
secundarias a la pérdida de liquidos y electrdlitos, siendo en
este caso innecesario ¢! uso de antibidticos. Sin enmbarge, en
estudios reafizados en 1987, se enconird que aproximadamente el
12.6% de casos de diarrea aguda demostraron trazas de sangre, de
los cuales el 50% de tos casas son causados por Shigella sp vy
el 10% por Entamoeba histolytica, éstas requieren de tratamien-~

tos especificos con antimicrobianos que acortan la duracidn de
tas manifestaciones clinicas, reducen ¢l periodo de contagiosidad
y previenen conplicaciones que puedan causar ta muerte {43); el
40% restante de casos de diarrca con sangre san causados por -

otros enteropatbgenos (Canpylobacter sp, Salmonella sp, Vibrio

parahemolyticus, Yersinia_enierocolitica) (28,64). For otro -

lado, no hay un acuerdo sobre el antibidtico correcto que deba
ser administrado en cada caso, siendo necesario que exista un

conocimiento acrtuatlizado de la elielogia vy del patrdn de resis-




tencia de los agenles cauqales para et disefio ‘de un’esquema de’ T~

lralamlenlo. Do ': : S Y

“EnTel prcsenle s glo se. han |‘ngrado avances sustanciales en la - -

de nuevos agentcs :uusales, sus mecanismos de pato-

'geﬁicidéd y:los' trastornes rislopalolpglcns que cqracle'rizanvalrf.—-
éihdfdme diarreico. Aproximadamente hace 15 afos,. el aécnlé et fo-
Ioglco pnd!a ser determinado en sbélo 15-20% de los casos' Lven la
actual idad es posible-establecer el diagndstico eliologlco en. un
’»50—70%, lo cual facilita el rratamiento oportuno 'y contribuye al-
reconocimiento temprano de epidemias y permite la evaluacién yvépll

cacidon de medidas de intervencidn especificas (12,47,65).
GENERAL: IDADE S

El presente trabajo incluye la determinacién: Shigelia sp,
Salmonella sp, Caapylobacter sp, E. coli citotdxica, Aeromonas

hydrophila, Yersinia enterocolitica y Entamoeba histolytica.

Shigetla sp

ldent ificacion

Bacilos gram negativos inmbviles, que miden de 0.4 a 0.6 por 1,0

a 3.0 um, anaerobios facultativos, lactosa negativa, catalasa posi
tivos {(a excepcidn de una especie), oxidasa negalivoé, quimicorga-
notréficos. Fermentan los azGcares sin produccién de gas, no 1i-
cuan {a getatina ni producen HZS’ no emplean citrato o malonato -

como Unica fuente de carbono y no desarrol lan en KCN (19,38,40,45).
Pagot énesis

La bacteria induce a la célula para que la ingiera por endocito—

sis, en el procesa, Shigelia es internalizada en inclusiones -
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merrbrana|es de la’ celula huesped ¥, unu vez’ dcnlro, I vac\’aola\"qu’e‘

contiene ‘a ER baclema se Iisa, al: parecer por Ia acclun ‘de hemo-—
l.isinas dc Shlgella y el organlsmo es llbcrado en el cllop!asma.

Shigella- se: rrullipllca denlro de las cc|ulas epile|ia|es del.’ olcn

yorara vez. penelra mis alla de la lémma propla. La bac(eria puc'

smlesls de pro!einas del enterocito y junto con el proceso lnvast

GVO,y provoca Ia dcslrucclan de Ia mucosa e Inducc una respuesta in-

Caract er( sticas epldeml oldgicas

'L’:a sl;\lgeloslé es mundial. Es principalmente una enfermedad pedis-
“trica ‘con mis aislamientos en nifos dé | a 4 afios de edad. La in-
faccidn se transmite por via oral-fecal; principalmente por via de
manos conlaminadas, y con menos frecuencia por alimento o agua. Se
han encontrado en estudios hechos anteriormente que lo‘bacilos pue
den provocar la enfermedad, la shigelosis se transmite con rapidez
en comunidades donde los standares sanitarios y niveles de higiene
persanal son bajos (13,14,24,26,39,51).

Caracteristicas clinicas

Las infecciones por especies de Shigella incluyen: infecciones asin
tomiticas, diarrea y disenteria severa. Los sintomas de la shige-
losis aparecen de | a 3 dias después de que se ingirieron los baci
fos, presentando un inicio repentina que conprende fiebre de inten
sidad y duracién vartable, toxemia y dolor abdominal, marcada des-
hidratacidn y ocasionalmenie vémito. Por lo general, 1a diareca -
es inicialmente §iquida y abundante, pero luego puede disminuir, -
mostrando abundantes neutedfilos, eritrocitos y moco en las evacua-
ciones, entonces el cuadro clinico se transforma en una verdadera

disenteria. La infeccidn por lo qencral, se autelimita, aunque se

recomienda tratamiento antibidtico para reducir el riesgo de conta
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a] slslema' dlgeslivo, las posibles cnancacmnes lncluyen. vag!-
51,756y

-h;err‘m| nico,, C (Zh

: !d‘enl‘iy’fic,a 19 y

Bacilos gram ncgallvos que no I'orman esporas, de 0.5 a 0.7 por 1.0

‘an3é 0 um,‘~5e meven’ por. flagelos perllmcos, aunque son anaerobios

faéullalyyos, se desarrcllan bien en 1os medios de cultivos ording

‘rios en presencia de oxigeno. Casi slenpre dan reacciones para mo
vilidad, fermentacion de manitol y sorbitol, reducen los nitratos
a nitritos, en la mayoria de los casos producen gas a partir de glu
cosa y generalmente negativos para DNAasa, indol, fenilalanina de-
saminasa, ureasa, Voges-Proskauer, desarrollo en KCN, ONPG y fermen
tacidon de lactosa, adonitol, sacarosa, rafinosa y salicina, no utl
liza malonato y en la mayoria de los aislamientos son dcido sulfhj_
drico positiva (38, 40, 45}. ’

Patogénesis

Se reconocen por lo general dos patrones de patogenicidad para -
Salmonella uno se asocia con la infeccién gencralizada del sistem
mononuc! ear fagocitico (SRE) bacteremia y pirexia prolongada causa

'
da tipicamente por S. typhi o S. paratyphi A y B y e! otro es la

.enteritis en fa cual Salmoneila invade la pared intestinal! del colon
y det ileon, preferentemente a células epiteliales y especializadas
M en el ileon terminal. La bacteria se adhiere al enterocito y pe~
netra por un mccanismo de pinocitosis donde |a mensbrana de la célu-
la rodea al microorganianio hasta internalizarlo en una vacuola; cada vacuola
contiene sdlo una bacteria y varias de estas se fusionan para formar
una sola con varias bacterias. Esla vacuola viaja hasta la otra ca
ra de la célula y se fusiona con la menbrana basal para liberar -

fas salmonellas en la lamina propia {iranscitosis). Una vez aqui,



uyo medladorcs aumeman el dano a Ia pared l

almonciia.es cosmopolita e infecta al hombre y.varlas especies de

animales. " La”fuente de |a mayoria de las infecciones es la inges-
tidn de agua ‘contaminada o de productos al imenticios o propagacién
‘directa oral-fecal en tos nifios. La mixima incidencia de enferme-
dad ‘es en nifios pequefios, infectados durante Jos meses calientes

¢ 6 ?
-1,

siendo las aves de corral, huevos y productos diarios las fuentes

de) -afio. .La dosis minima infectante para el honbre es de 10

mis comunes de infeccidn (24,38,51). S. typhi estd restringida al

huésped humano.
Caracteristicas clinicas

Lias infecciones de Salmone!la aparecen en cuatro formas: gastroen
teritis, bacteremia, fiebre entérica y colonizacidn asintomitica,
L.a gastroenteritis es la forma mjs comin, los sintomas por lo gene
ral- apareccen de 6 @ 4B horas, después del consumo de la comida o
del agua contaminada, con la presentacién inicial de ndusea, moles
tias abdominales, cefalea, fiebre, deshidratacidn y malestar gene-~
ral. Ocasionalmente, pucde haber vomito y escalofrios. Las eva-
cuaciones diarreicas a veces presentan sangre, moco y leucocitos,
sienda en ocasiones de tipo francamente desinteriforme. Los sinl_q
mas pueden persislir de dos dias a una semana antes de una resolu-
cibén espontdnea (21,24,51,54).

Canpylobacter sp
identificacion

Son bacitos finos gram-négal ives, curvados en espiral, de 0.2 a
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0.5 um.de ancho'y 0.5.3:5.0 um'de largo, ~ticnen apariencia de S o
forma de ala de gaVIola, no forman esporas, en cultivos viejos Ias
células pueden volverse esferlcas o ‘cocoides, poseen:un flagclo pn

Iar en uno o en’ anbos extremos y muestran movilidad {ineal ripida

o‘en sacacorchos; son mlcro—aerof(l icos ya que tienen un mejor cre
clmlenlu en atmdsferas de tensidn reducida de oxigeno, puede culli
o 8 . -
: 2,l%deCOzy S%chz No

fermentan’ni oxidan fos carbohidratos, oxidasa y catalasa :positi-

varse en una atmdsfera de 5% de O

‘, vos, los medios selectivos en los que se sultiva Campylobacter sp
deben ‘Tncubarse a 42-43°C de 48 a 72 horas (4,48,50).

Patogénesis

La enfermedad se caracteriza por la destruccidn de las superficies
mucosas del yeyuno, ileom y colon, debido a que el microorganismo
atraviesa la mucosa intestinal causando poco dafio al epitelio, mul
tiplicdndose en la famina propia y en nbdduios linfdticos mesentéri

cos, induciendo una fuerte respuesta inflamatoria con produccidn

de un infiltrado con neutrdfilos, células mononucleares y eosindfj
los. Camxlobacler produce una enterotoxina semejantes 3 la termo
tabil de E. coli y a la colérica de V. cholerae y se sugiere que

participa en la hipersecrecién, También sc ha observado la produc

cidon de citotoxinas pero se desconoce si éstas participan en la

pared intestinal (24,48,50}.
Caracteristicas epidemiolbgicas

Canpylobacter es a nivel mundial uno de los agentes que mis comun-
mente producen diarrea. l:a canpylobacteriosis es considerada una
zoonosis, numerosas especies animales presentan a Canpylobacter en
su flora intestinal, Las infecciones humanas resultan del consumo
de alimento contaminado, leche o agua y por contacto directo con

animales contaminados. Puede haber transm

ién fecal-oral de per-
sona a persona, pero nNo es comin. La dosis infectiva estd estima-
da en 500 microarganismos, con un periodo de incubacidn variable
de 1 a 7 dias (24,48,50,61).



Caracteristicas ¢linicas,

Las infecciones de C. jejuni, se. ven-mis cormnmenle como enteritis

aguda, con dlarrea, mnleslar, fiebre y: dolor abdomlnal Por Iu.gg

0§’ ‘siniomas pueden

'ncrél, 1a: enfermedad es autollmll nle aunquc

durar una semana’ o mas. Exlstcn dos dlas de ﬁnlomas prodromicos

caracterlzados por deposlcnones Hquldas, frecuentes y generalmen

te con presencia de sangre, moco y Icucocnos polumurfonucleares
(24 48 50)_, )

Yersinia enterocolftica
identificacian

- Tados |os miembros del género son ovalados o cocoides, de 0.5 a
1.0 um de ancho y 2.0 a 3.0 um de largo, gram negativo, anaerobio
facultativo, mdvil por flagelos peritricos cuando se cultiva a me
nos de 30°C, su temperatura dptima de crecimiento es de 30 a 37°C,
con un indice de crecimiento menor a esta temperatura que olros
patdgenos entéricos, un rasgo importante de Yersinia es su capaci-
dad de reproduccidn a temperaturas bhajas (1 5°C). Fermenta arbull
na, celobiosa, galactosa, sorbitol y sorbosa sin produccidn de gas,
produce ureasa, beta galactosidasa y ornitina descarboxilasa, oca-
sionalmente produce indol (48).

Patogénesis

A pesar de que e! microorganismo puede producir una enterotoxina
que recuerda estrechamente a la toxina termoestabie (ST) deE. coli,

Yersinia enterocolitica se considera principalmente como un patbge

no invasivo que se asocia cominmente a nddulos linfdticos intesti-
nates. La enfermedad incluye e! ilcon lerr’ninal con alargamiento
de 1os nddulos linfaticos mesentéricos pudiendo semejar una apendi
citis aguda (24,38,51).



Caracteristicas.epidemioldgicas;

Yersinia cmcrocol'lica, es una causa comin . de enlerocollns ‘en &

Escandinavia y en ‘otros-palses:; europeos, -astigomo),en Ios lugares‘

Se presenla princupalmcn:e en i

mis’ frios del Norle d. Amerlca.

nifos’ menores de stete anos de’ edad Cepas de Yersinialentérocol {tica

sé. han’ alsladu de humanos, nlmales y fuenl'cs del:; medlo anbvenle.

Las . fuentes polencnales de . transmlslbn son Ieche, ,agua v al |menlos

conlammadus con hcces de perro, cerdo o rala. . EI perlodo de Incu
baclon es: de 12 a2 horas (210,51).; -

Caract erfs'l icas clinicas

Aproximadamente dos terceras partes de todas las infecciones de -~

Yersinia enterocolitica son enterocelitis. La gastroenteritis se

caracteriza por diarrea de corta duracidn sin presencia de sangre,
fiebre y dolor abdominal que en ¢l 95% de los casos, dura de 1 a 2
semanas aunque se pucde desarrollar una forma crdnica y persistir
durante meses {24,38,51).

Aeromonas_hydrophita

ident i ficacidn

Bacilos rectos, gram-negativos con extremos redondeados o cocoides,
de 0.3 a 1.0 um de didmetro y 1.0 a 3.5 um de targo, se les encuen
tra aislados, en pares o formando cadenas cortas, mdviles por un
sblo flagelo polar, anacrobins facultatives. Nutricién quimioorga
noterdfica, producen oxidasa y catalasa, fermentan fa glucosa con
produccion de acido y gas, reducen nitratos a nitritos, su rango
de 1enperatura de desarrollo oscila entre 10 y 41°C, algunas cepas
son bioquimicamente mis activas a 22°C que a 37°C, crccen en caldo
nutritivo con NaCl al 3.5% pero no al 6.5%, presenta una beta hemo
lisis en agar sangre (1,25).



Vcausa cnlerllls, incluyen Ios siguncnles factoreq de vu-ulencla

Patogénesis.

Los posiblcs mecanlsmus palogtmlcns por las cunles .este ‘organi smo

.adherencla a células bucocpitellales, hcmaglutlnacion, produccnon

“de’exo Incluyendo hemultslnas) y actividad enterotoxigéni-

Cea Se“ha’ encomradn que ' la's’ cepas de Aeromonas sp asociadas con
S‘enfermedad: dlarrelca producen una enterotoxina termolibil que se
“heutraliza .con la amltoxina del colera (1,25,26):

_Cavr‘-'archl enjl'sl icas epi demi o.l’ bgicas

Las Aeromonas iienen una: dist rlbucion cosmopol ita. Tanio humanos

como animales pueden ser pnrladnres. Las bacterias se encuentran
“en: agua 'resca y .salada parl!cularmenle en verano. Las infeccio~
nes humanas surgen de la exposiclon a aguas no tratadas, pero la
enfermedad no- se asocla al consumo de mariscos o pescado fresco
(24425,50).

Caracteristicas clinicas

Acromonas hydrophila es la especie de este grupo mis cominmente ha

-1lada en la prictica clinica. Estd asociado a una amplia varicdad

de infecciones humanas como son: 1) gastroenteritis aguda en nifios
y adultos; 2) heridas intectadas con agua o tierra contaminada vy
compl icadas con celulitis; 3) septicemia en huéspedes inmunocompro
metidos; 4) otras infecciones menos frecuentes del tracte urinario,
miositis, conjuntivitis, meningitis. La infeccidn entérica esta
caracterizada por diarrea generalmente de corta duracidn, con pre-
sencia de sangre y moco, dolor abdominal, fiebre y vémito en pacien
tes pedidtricos {1,24,25,51).

Escherichia coli

Identificacion

Son bacilos gram negativas, que miden entre 0.5 a 1.0 um.de ancho
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E.-coli‘esi1ipi
‘Tucosa,’.indol,

_Vos aislamien

Esch’crl/chla' cali esla reconocido ‘como palogeno asociado a una am-

plla varicdad de - Infecc‘unes humanas, . entre fas_que se encuentran:
1) Sepl[cemla, slendo el foco'de infeccian por 1o regular una in-
fecclon del sistema urinario o diseminacion de organismos del sis-—

cma gastrointestinal; 2) infecciones del sistema urinario, siendo

‘E. coli’la responsable del B80% de los ca'sus; 3) Meningitis; 4) Gas

\roenlerll!s. Cepas de E. coli que causan gastroenteritis, estan

subdtvldidas en, por {o menos, cuatro grupos de acuerdo a Su meca-—

,nrsma patogénico: enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EI1EC),

gngéropalcgénlca (EPEC) y enterohemorragica (EHEC) (4,15,38,51).

La gasiroenteritis producida por ETEC se media con exoloxinas ter-
molébiles y termoestables. La accidn de la toxina termolabil (LT)
es similar a ia bien caracterizada toxina de Vibrio cholerae, con

0

activacidén de adenii ciclasa y subsccuente hipersecrecidn de H

_electrbélitos en el intestino delgado. La toxina termoestable acti

va a8 1a guanil ciclasa y estimula la secrecidn de fluidos (15,38,
51).

E. coli enteroinvasiva (EI1EC) acta pencirando la mucosa intesti-—
nal, multipliciandose en el tejido y produciendo reaccidn infilama-
toria y lesiones ulceresas con el consiguicnte efecto de salida
de! liquido y elecirdtitos, asi como ia presencia de sangre y moco
en las heces (19,24},

EPEC son agentes importantes de diarrea infantil, con particulari-
dad en paises pobres. Se han descrito dos tipos de mecanismos por

las cuales EPEC pueden producir dafio: 1) la capacidad de adhesién



a Id micosy; Inlesllnal esla’habllldad del organismo para. adherirse

‘a lu mcnbran

dcl cnlerocllo‘y causar’ la deslruccion de -las micro-

"vcl lo.‘ldadcs adyacenies” Feside “en plasmldos, los 'cuales codifican

para: Ia produccl&n de: una adhcs|na no. flnbriada que .se-.encuentra -

en la: parte exlerior de . menbrana celular de ‘esta bacteria, 2)

: ta producclon de citotoxinas’ y.su efecto se ha demostrado en dife-
renles tejidos. animales, encontrando que filtrados de los cultivas
de algunos serohpns de E. colil eran capdces de desiruir las célu-
Ias ,dg Vero'y que este efecto era-diferente al producido por las
cepgé E'iEC,que sblo cambiaban la forma de las células (efecto citg
ténico) sin destrulirlas; fa relacién que tiene {a toxina con la -
diarrea producida por EPEC sigue siendo obscura ya gque no todas -
las “cepas pertenecientes a estos serotipos la producen (15,24,41%,

44,52,57).

E. coli enterchemorrdgica (EHEC), produce una citotoxina |lamada -
verotonina, |lamada asf por el efecto citopatico en la |linea de -
tas células Vero, EHEC, caracteristicamente, es responsable de -
colitis hemorrigica con un dolor abdominal severo, diarrea con -
sangre y en ocasiones poca flebre (16,24,38,51}.

Caracteristicas epidemioldgicas
E. coli durante muchos afios fue la dnica especiec deil género Esche-

richia, pero ahora se reconocen olras 3 especies. Estas especies,

E. fergusonii, €. hermanii, y E. vulneris, han sido aisladas de

fuentes humanas potencialmente significativas pero hasta el presen
te no han demostrado ser patdgenos humanos. E. coli es la que se
aisla con mis frecuencia, estando presenie en el sistema gastroin-
testinal en grandes cantidades y es el Enterobacteriaceace con fre-
cuencia, mis asociado con septicemia, menlng|l| neonatal, con in-
fecciones del sistema ur:ndrlo y con gastroenteritis en tos viaje-

ros. La mayoria de las infecciones son endégenas {4,38,51).



Entamoeba-histolytica

S 'Formas’ de” vi'd'a

ésla puede cnconlrarsa en las heces en tres formas: . trofozoito,

"prequlsle iy quisle. .El"trofozaito-cs la forma vegetativa activa;

’se letha conpar-ado al. leucocita, dado que tiene algunas acciones

slmllarcs (locnmoclén, quimiotaxls, fagocitosis), pero Enlamoeba

h!slulzllca es mis grande y.frecuentemente presenta en su cito-
plasma globulos rojos fagocitados. Lios prequistes son células

redondas, ;incoloras, mis pequefias que el trofozoito y ia forma-
‘¢i8n’ de- seuddpodos es lenta. "La forma quistica es redonda, con
4 nucleus en su interior y es la forma esencial para 1a transmi-
sién, ya que el qulste maduro tiene capacidad infectante (33,46,
56)

Palbgénesi s

Este paradsito se ubica a lo largo del intestino grueso, en cuya
pared puede producir Glceras microabscesos en "boldn de camisa®.
Pero tanbién puede producir invasién tisular por via linfatica o
hematbdgena y asi se puede localizar en higado, pulmdn y cerebro.
E. histolytica puede causar enfermedad invasiva por: 1) adheren-
cia a 1a capa mucosa del coion, resultando en colonizacidn intes
tinal; 2) ronpimiento de las barrcras intestinales por secrecibdn
de enzimas proteoliticas o loxinas; 3} tisis de los cétulas epi-
teliales del intestine e inflamacibn celular, provocando ulcera—
cidn del colon; 4) resistencia hacia los mecanismos de defensa
inmune (11,33,56).

Caraclerfslicas epideminidgicas
E. histolytica infecta aproximadamente un 10% de la poblacidn mun-

dial con incidencia del 30% cn regiones tropicaies y subtropicales.

En México la amibiasis es endémica, encontrdndose una incidencia
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de| 27% Es&udlas serolog&cus en |a Cnudad de Mexico tndtcan qun

por arrlba dcl 5% de, los! restdcnles expcrtmenlan alguna forma dc

al lbuasis invasiva cada dos anos. La (ueme de conlagio sicnpre

urnano e fermo o porlador. 3 El meca “de’ ar nsmlsnun se

establcce por Ia' ingcst lén de al lmcn\os‘

a‘gua_ f:un aminada; o bien
por con\aclo directo via; lecal-aral (33 56) .

Cg'iraél'er(fs‘l tcas clinicas

La smibiasis en el nifo puede dar cuadros ciinicos muy variados Yy
‘es\ofparece depender de varios factores-entre los cualeé se mencio
nan la virulencia de ta cepa, intensidad de la infestacién, anti--
giiedad de la mismy, flora bacteriana fecal asociada, estado inmuni
tario, edad; por Io tanto los sindromes clinicos pueden incluir in
feccién intestinal asintomilica, colitis invasiva crénica o aguda,
absceso hepatico, amibiasis mucocutdnea y amibiasis cercbral. Lla
enfermedad colonica invasiva normalmente se presenta con diarrea
mucosanguinolenta, dolor abdominal tipo ¢blico, pujo, tenesmo y
ocasionalmente fiebre. Puede existir ulceraciones no especificas
de la mucosa, las clasicas ulceraciones en forma de botdn que se -
extienden dentro de ta submocosa. Puede formar lesiones crénicas
localizadas (denominadas amebomas) {33,46,56).



’frecﬁenlemcn\e se asoclu a cuadros dc diarrea con sangre o disente
ria‘en-un 35 50%, {10, 13 18,61) enconlrando su mayor inclidencia
'en nlnos precscolares, Saimonella sp se aisla aproximadsmente en -
un 10% con- mayor frecuencia en nifios menores de un aio (19,24,26,
59,63). Canpylobacter sp en aproximadamente el 16%, presenténdose
e'rjnlﬁrus entre 1 a 4 afos (24,26,63). En nuestro pais E. coli en-
teroinvasiva y E. coll citotdxica se asocian a diarrea aguda con
‘sangre en porcentajes menores de 0.5% (24,26).

En 1984 Tayior, D.N. y col. al examinar 200 casos con diarrea san-
guinolenta en Tahilandia encontrd que Shigella sp se aislaba en un
44%; el siguiente aifo se estudiaron 410 nifios determinando a -
Shigella sp en un 23%. Otros estudios realizados en paises en de-
sarrollo encontraron que estc paldgeno entérico se aislaba en un
12% de pacientes vistos en Bangladesh, y en 12% de pacientes en Ma
nila. Tasas similares de aistamiento se encontraron en Brasil -
(61}.

Asimismo en Bangkok, Shigefla sp se asocid con diarrea sanguinoien
ta en 37% de los casos donde sélo un patégenc se detectd, mientras

Campylobacter sp vy Salmonella sp se asaciaron con heces sanguino-
tentas en 14% y 26% respectivamente (61).

Guiscafré y col. durante 1987, estudiaron la etiologia de la dia-
rrea aguda en una poblacién urbana mexicana, refiricndo que los
agentes causales en los pacientes con diarrea con sangre fueron -
con mayor frecuencia Shigella sp en un 1;2.5% y Entamoeba histolyti
ca en un 8.5% (28). Por otra parte en el mismo afio en Bangkok,
Shigelta sp se aisld en un 52% en nifios de 3 a 5 afos de edad con
diarrea sanguineclenta (19,60).
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F_ilzroy,’ J.H. reali:z_é un estudio en nifios de 6 a 35 meses _en Ban-
. gladesh durante 1987-1988, demostrando que cada nifio lenia un ata-
duc de .diarrea con sangre por periodo de 2 afios, identificando a
E. coli con una frecuencia de 110.6%,‘ Shigella sp 9.4%, Plesiomnas
- sp -1.6%, Aeromonas sp 6.3%.(35).

En los trabajos anlérlormenlé ci’ladoé, se . ha logrédo identificar
al agenle causal de.la duarrca aguda con sangre en un . 160~ 70% de

los casos y han ‘establecido’ la Irrportanc-a rclallva de los diver-
sos agenles eliologlcos (12 65 61). i




en 'e| conoclmlenlo acerca de |as

El ampl lé rango de enteropatbgenos y su vlrulencia puede ‘'ser reco-

‘nocida ‘en‘cualro mecanismos diferentes; qt‘xe’corrcsponden cada uno
de elios a una lesidn anatomopatol égica dlsli‘nla': 1). invasién de
“la mucosa con inflamacién y ulceracidn; 2) elaboracidn de citotoxj
ﬁas'que causan lesidn de Yas células inflamatorias y secrecidn, lo
que puede deberse a la inhibicién de la sintesis de proteinas o la
participacidn de las sustancias mediadoras de ta inflamacién; 3)
elaboracidn de enterotoxinas que alteran el balance de agua y sa-
les intestinales sin afectar las formas morfolégicas de la muceosa;
4) colonizacidn y adherencia a fa superficie del intestino, resul
tando en una destruccidn de las microvel losidades y daies a las
células. Algunos patdgenos mucstran mis de un mecani smo simul ta-
neo (Figuras 1y 2) {(4,24,26,48,58).

Lla diarrea infecciosa ocurre cuando un nlimero critico de microorga
nismos (o en algunas ocasiones toxinas microbianas pre formadas) es
\ingerido, sobrevive al paso a través de la acidez gdstrica y llega
al tracto gasirointestinal; una vez ahi, los wmicreorganismos deben
adherirse al moco o directamente a las células de la pared intestj
nat. La interaccidn enlre esos factores y |los mecanismos de viru-
lencia propios del rmicrobio determinan el curso clinico vy la seve-
ridad de la enfermedad, dando como consecuencia la produccidn de
diarrea secrelora e invasiva. La primera ocurre generalmente en
la parte alta del intestino delgado, donde una enterotoxina micro-
biana (ejem.: toxina termoldbil y termoestable producidas por -
E. coli, V. cholecrae) o el microorganismo mismo (ejem.: Rotavirus o
Giardia lamblia) provocan hipersecrecidn que se manifiesta como -~
diarrea acuosa. En el caso de la diarrea invasiva el microorganis

mo o sus citotoxinas (ejem.: Shigella sp, Canpylobacter jejuni o

Salmonelia sp) causan un proceso tnvasivo, normalmente en el colon,
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‘dure‘ se manifiesta como dl&enleria provucando efeclos nflamalorlos

comu ca'acler!sl»ca de la Infecclnn, incluyendo la perdlda de Ia -

Integrldad de la‘capa’epitelial de las células, deslrucc(on “del l'g"

ldu y la cllmunacion de c¢élulas lnflamalor‘las (PNN) en el lejldo

'y las hcccs, con evacuacianes con sangrc, Imoco’ 0 pus. Entamocba - -

hlslo!xllca causa una collitis invasiva, pero a dlierencla de los -
‘6lros mlcroorganlsmos, ésta lisa a los pollmorfunucleares, que en

’ hecés se ‘observan picndtlicos o ausentes (3,4,26,39).

‘lios-datos. clinicos observados en ta diarrea infecciosa aguda pueden
i’:\grupaﬁs‘cy en’cuatro sindromes o grupos: Sindrome diarreico, sindro
me"disen‘lérico, sindrome Infeccioso y conplicaciones. EI| sindrome
~dlarrelco se manifiesta como un aumento brusco en el ndmero de eva
cuaciones y en el contenido liquido de los mismos, puede haber san
gre'y moco en ellas y estén compuestas fundamentalmente de mate-
grla' fecal Ifquidé; también puede haber célicos. El sindrome disen
'lérllco se ‘caracteriza por la presencia de evacuaciones numerosas,
‘conbl;leslas principalmente por moco y sangre, con c¢scasa materia -
"'f'ec'a‘l N VcaslAslerrprc se aconpafia de cblicos, pujo o tenesmo. EI -
§Indromc infeccioso se caracteriza por fiebre, anorexia, vémito y
ataque al estado general (42,58).

Estos: sindromes pueden presentarse en forma simuitinea o sucesiva
on ;mrmlsmo pacientc o corresponder a uno sdlo. La frecuencia e
intensidad de los sintomas y el tipo de sindrome, varia de acuerdo
con el agente patégeno {(42,58).

En estudios previos recalizados en Miéxico, se ha encontrado que -
aproximodamente e! 12.6% de los casos de diarrea aguda sc presen-
tan con sangre {28,64). La presencia de sangre y leucocitos PMN
en heces es una indicacibn de enferimedad diarreica con invasion
y/o dafio a la mucosa; este sindrome puedse ser causado por micror-
ganismos invasives como: Shigella sp, Campylobacter sp, Salmonella

sp, Plesiomonas shiguelloides, Vibrio parahemoliticus, E. coli -

enterninvasiva (EIEC), E. coli enterchamorragica (EHEC), Entemmcba histolytica
(13,19,24,34,61).
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- Observandose que en paises subdesarrollados mucha gente mierc de —
shigelosis mis que de diarrea aguda, siendo responsable det -25% de
todas . las muertes relacionadas a diarrea.  El uso de signos clini-
cos.y sintomas es muy importante para ‘identificar pac\lemes, con
shigelosis y la diarrea con sangre es un indicador de la infeccién

“"en la mayorfa de los casos.

La infeccidn causada por este microorganismo es la mis comin y po-
tencialmente la mis severa, como causa de disenteria, seguida por
Campylobacter jejuni, y Salmoneila sp, son las causas mds comunes
de disenterfa, pero estas dltimas generatmente producen una enfer-—
medad autolimitada que es raramente tan seria o tan dificil de tra
tar como la shigelosis. La Entamoeba histolytica es responsable
de la disenteria amibiana, es una causa rara de disenteria en nifos,
slendo menos del 5% de todos los episodios (13,39).
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Se: conoce que; el 12.6% de los casos de diarrea aguda son diarreas

fos: palogenos Shigella sp y Entamoeba histolytica son
;r‘csponsables deun alto’ porcentaje de los casos, {(28,64) sin embar

Ticonsangre,

,gn, en nueslro pals no existen estudios encaminados a conocer la
wel:iologia de la diarrea con sangre, que permitan aplicar un esque-

marlerapeﬁ!ico para esta enfermedad.

«'La O.M.‘S., ha reportado que e! estudio de moco fecal, es orienta~-

‘dor-de la etiologia de diarrea con sangre, lo que permite un diag-
“néstico rapido (65).

En México no existen estudios que nos indiquen la relacidn entre
leucocitos de moco fecal vy el agente etioldgico, ta facilidad de
este estudio ¥y su rapidez permitirfan al médico iniciar el trata-
miento en forma inmediata por to que es necesario, montar esta
técnica y comparar el némero de leucocitos (PMN) por campo y el

agente etliolbgico, aislado de la muestra de diarcea,

Otro agente etiolbdbgico Inportante de diarrea con sangre s -
Canpylobacter sp y en el laboratorio clinico es diffcil reconocer
sus colonias en medios sélidos, algunos estudios han reportado -
que el medic semisdlido es mejor, por lo que es necesario probar
¥ comparar estos medios para posteriermente recomendar el uso de
uno de estos para el trabajo de rutina en los laboratorios de bac
teriologia (23). ’
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< OBJET IVOS"

: l,% ~Conocer la. frecuencia X iferentes ent e-
rbpaiﬁgenos c os, Aguda ‘con S’akngr»c Yy Disente- ;'

“aislamiento de Canpylobacter sp: en
P sembrados; directament e de heces
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Que en. |os cascs de dlarrea aguda con’; sangre, alendldos en -~

tos cenlros de salud, el’; patogeno mas fre uenlemenle aislado

serd . Shi ella i menos._ casos eslaran relaclonados a E.

hls(olxnca y en Ios casos restantes se alslarén olros ente-

ropa( ogcnos.

Que la presencia de 50 & mis leucocitos PMN por canpo en el
moco fecal se. relaciona con el aislamiento de Shigella sp en

"un_alto porcentaje de los casos, mientras que menos de 50

leucocitos PMN por canpo nos indicard que el agente ello|égl

co serd otro enteropatégeno.

El porcentaje de aislamiento para Canpylobacter sp es mayor
con el Medio Semisdlido de movitidad selectiva libre de san—

gre (SSM) que el obtenido con el medio Carrpy-BAP..
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MATER AL Y/ METODO ©7

Criterios de inclusibn:’

Pacientes menores de 15 afos de edad, con diarrea aguda con sangre

o disenteria sin inportar sexo, en nifios que presentaran menos de

7 dias de evolucidn y sin previo tratamiento antimicrobiano durante

los Gltimos 15 dias. Todos los datos personales y de laboratorio

fueron recabados en un cuestionario especialmente disenfado para -
elle {Figura 3.)

1.~ Material para el coprocultivo:

a) Medios de Transporte:

b

c

Stuart {Merck) y Tioglicolato al 0.4% de agar (Merck, USA).

Caldous de enriquecimicnto:
Caldo base de Yersinia enriquecido {Merck USA).
Cafdo Sclenito de Sodio {Bioxon, USA).

Medios de Aislamiento:
Agar: Soya tripticaseina (TSA, Bioxan, USA}, Miac conkey
(Difeo, USA}, Mac Conkey-Teturito (Difco) (55), Base de
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yersinia (Merc‘|.< USK), Salmoneila -shigella (55, Bioxon -

g USI\), Verde‘BrlHanle (Bloxon, USA), Campy-Bap (Bioxon)

'(AB) yS SM.V

{medta: semi s6l 1do’ de movilidad selectiva -

{ibre”

e sangre BToexon).(23).

Bi oq\]fml cist

Agar de chrrc Kllger (KIA Bioxon, USA), Agar Citrato de

- Sinmons (Merck USA), Agar Fenilalanina (Bioxon), Medio

e

MIO (Bloxon), Caldo L1sina descarboxilasa {Difco, USA),
Caldo Urea (Difco), Caldo Malonato (Difco), Catdo MR-VP
”(B‘(Ia:‘gon), Medio basal OF (de Hugh y Leifson, Difco), Agar
Escul ina modi f icado (Difco), Caldo BHI con NaCl at 6% vy
10% -{Merck}.

Reactivos: (45)
Kovacs, Cloruro Férrico acidificado, Rojo de Metilo, Mono

clorhidrato de N,N-dimetil-p-feniien-diamino, Peroxido de
hidrégeno.

"Equipot

Jarra Gas-Pak, Estufa bacteriolbdgica, Microscopio de con-
traste de fases.

Serotipificacidén de Shigella sp y Salmoneglla sp

a)

Antisueros para Shigella {(BACTO)

Antisuero polivalente de Shigella dysenteriae {grupo A)

Antisuero polivalente de Shigella ‘fluxneri {grupo B)
Antisuero polivalente de Shigella boydii {grupo C)
Antisuero polivalente de Shigella sonnei {grupo D)

Antisuero de Shigella dysenteriae de} serotipo 1 af 7



Toxina-dechlera
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Antisucro de ‘Shigella’féxneri del iserotipo 1 al 6.,

‘Anti stierd de Shigéila boydii del serotlpo. ' /1 alil5.,

E. coli 933 (pps_[
E. colt 933w {posit

E: coll  0157: H7. .

Toxinas Controle

ada’{obtenida_comercialmente de los

I‘aboratborlos’ List, Cali fornZI‘a, UsA).

Toxina Brdc Clostridium difficile {(obitenida por la técnica
del Dr. Torres) (62).

L.ineas celulares en cultivo de tejidos:

Células CHO (Células de ovario de hamster chinol.
Células Vero (Células de rifidn de mono verde africano).,

Células HT-29 (Células de carcinoma de colan humano).

Tincidn de Tricromo de Gomori modificado por Wheatley para

determinacidn de parasitos. {2).




» b)‘Eﬁuipo:,v-

Microscopio dpllcd.
Metodologia:

Durante 1a consulta externa los casos fueron detectados por
una enfermera especialista a través de un cuestionario para
conocer la historta de la diarrea con sangre, confirmdndose
su inciusidn por observacidn directa de las caracterfisticas
de 1as heces.

A ta semona se le aplicd otro cuestionario al hacerle segui-
miento de vivienda para regisirar la evolucibn de la enferme
dad.

Se le tomd una muesira de heces recién emitida, que fue pro-
cesada en forma inicial colocando un hisopo de algodan con
muestra en los medios de transporte (Stuart y Tioglicolato
a} 0.4% de agar), asi como la inoculacidn en el medio de pri
moaistamiento Mac Conkey Telurilo {55).
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Por olra parle se’tomb una rvueslrd de h(.ces dc cadu pacnenlc, :

con cucharllla de vldrlo colocéndula en un’ vlal con alcohot

Alslamlenla g e"seirbr‘l')' 1a muestira proveniente del medio de

Sluarl En los medlos de primoailslamiento agar Mac Conkey y

lr‘lpllcasefna soya (TSA). l.as placas se estiriaron para

S'su. alslamlenlo Junto con la Placa de Mac Conkey telurito an-
“teriormente inaculada, incubindose a 37°C durante 24 horas,

y.selecclondndose las colonias lactosa negativa {40,65).

Enriquecimiento y subcultive: Partiendo de! hisopo prove-
niente de! medio de Stuar!t se pasd la muestra a caldo seleni
to de sodio, incubdndose a 37°C por un periodo de 18 a 24
horas, realizdndose subcultiveo posterior en agar Salmone!la-
Shigella (SS), y agar Verde Brillante (VB).

Identificacion bioquimica: Las colonias lactosa negativas
se inocularon en una bacteria de prucbas bioguimicas confor-
madas por: KIA, agar citrato de Sinmons, agar fenifatanina,
caldo lisina descarboxilasa, medio MIO, caldo MR-VP, caldo
urea y caldo malonato. Estos medios ya inoculados se incuba
ran a 37°C, realizandose la lectura a las 24 horas (38,45),

los resultados fueron conparados con el camportamiento biogui



) éi!i:“?);" serolagica
45).

vAlslamlben\o:' ‘Se.llevd a. cabo mediante el hisopo-del medio
de Sluar;[ sembrado en placas de TSA, incubandolas a 37°C du-
rante 24 horas.. -La seleccidn de las colonias sospechosas -~
fue mediante el siguicente criterio: a partir del medio de
TSA 1as colonias que resultaron positivas para la prueba de
citocrome oxidasa se les procedié a realizar identificaciodn
bloquimica.

Identificacidn biocquimica: A las colonias cltocromo oxidasa
positiva, se les inoculd en tos siguientes medios diferencia
les: agar KIA, agar citrato de Simmons, agar fenilalanina,

caldo 1isina descarboxilasa, MIO, caldo MR-VP, caldo urea, -
caldo maionate, caldo BHI con NaCi al 6% y 10%, medio OF con
glucosa al 1%, agar esculina modificado; asimismo, se serbrd
en ltos medios TSA, Mac Conkey, SS a 4, 37 y 42°C. Estos me-
dios ya inoculados se incubaron a 37°C, realizandose la lec-
tura a las 24 horas, los resultados fucran conparados con el

comporiamiento reportado en tablas para Aeromonas sp (25).

c) Yersinia enterocolitica

Aislamienio: La muestra fue inoculada en el momento que fue
captado e! paciente, en tubos con caldo Yersinia enriquecido,
el cultive se dejbd para su enriquecimicnto a 4°C durante 7
dias, subcuitivandose en placas de agar Yersinia, S5y Mac

Conkey. Los placas se incubaron a 25°C durante 5 dias, selec
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lifqrmcs lactosa negativa: (65)%

8 b c‘lcria derlpr{.ueb'a‘s 'bla’ql;lﬁmicusidESCr!la para

. Se utitizo

species.de:Salmonella ‘y:-Shigelta. -'E!.medi0MI0; caldo

“urea’y-caldo MRVP se inocularon por duplicado, los medios
..se’incubaron.a 37°C .durante 24 horas, los duplicados se in-
cubaron a 25°C durante 24 horas (40, 65).

d}- Canpylobactier sp

Aislamiento: Se senbrd tanto de manera directa como del -
medio de Tioglicalato en los medios de Campy BAP y SSM, las
placas se incubaron a 42°C , durante 4B horas cofocdndose en
jarras Gas-Pak en una atmbsfera de microaerofilia, la cual

se alcanzd al encender una vela blanca pequeia {consiguiéndo
se una atmdsicra de 17 a 19% de O2 y 2 a 3% de COZ)' La se-
leccidn de las colonias sospechosus se realizd en base a su
morfologia: colonias planas extendidas, de apariencia acuo-
sa y de bordes irregulares o bien, colonias redondas, conve

xas y con bordes enteros.

Identificacidn: l.as colonias consideradas como sospechosas,
se observaron al microscopio de contraste de fases, mediante
la realizacibn de una preparacian en fresco, para la observa
cidn de ta morfologia bacteriana y e! movimiento caracteris-—
1ico en forma de saca corchos o lineal répido con la utiliza
cién de microscopio., En caso de duda se realizd una segunda
preparacién la cual se tifié con solucidn acuosa de fucsina -
basica al 1%, observindose ai microscopio con el objetivo de
inmersian en busca de bacterias con morfologia semejante a
las de gaviota, 5, o de varilla curvada. Posteriormente, se
les realizd ia prueba de citocromo oxidasa, catalasa y capa-
cidad de hidrdlisis de hipurato (48,65).
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e) Escherichia colli

Aislamiento e la miestra senbrada €n ‘los mcdlos'dé primoais’

famiento Mac Conkey ¥y Mac:Conkey telurito para: ‘el a|s|amlenta
‘Shigella sg

Salmonel la sp,- se ‘seleccionaron 5 colonias

Iaclosa boslxlvas de acuerdo.a las caraclerlsxlcas morfologi

ca' de 'cherlchla coli: (38) forman co|onlas de un ro_|n in-

"lenso con, dl(uslon del plgmentn en el agar clrcundan(e.

Identlficéélun. Se Inucularon en. una bacterla de pruebas -
bloqulmicas como lus descrllas para-Salmonella y Shigella,

a: 37'C por 24 horas, los resultados se conpara—

ron con e|1 cnnporlsm-enlo bioquimico presentado en tablas
(3e) .

Produccidn de Citotoxinas por cepas E. coll

Cinco cepas de E. coli se seleccionaron por muesira, se sem-—

braron en 3ml de caldo soya tripticaseina (TSB), incubindose
4 horas, con a gitacidon a 37°C. De este cultivo se tomd 0.1
ml para inocular un segundo tuba con 3Jinl de! mismo caldo, -~
dejdndose 18 horas, con agitacién a 37°C. Después de este
tierpo se obtuvo el sobrenadante libre de células centrifugan
do a 10,000 revoluciones por minuto a 4°C durante 30 minutos,
el sobrenadante se filird a través de una membrana de 0.45 um
de didmetro, de! sobrenadantc obtenido se inoculd 20 ul por
pozo en microplacas de 96 pozos cn donde habian c¢recido las
células en cultivo, una con células CHO y otra con células
VERO. Se empled como control negativo una cepa de E. coli
K12 y como controles positivos las cepas E. coli 9335 -
{ produclore de citotoxina tipo Shiga 1 }, E. coli 933w
(productora de citotoxina Tipo Shiga 2) y una cepa de E. coll
0157:H7 (productora de citotoxinas tipo Shiga 1y 2), Se usd
ademids, toxina de Vibrio cholerae purificada para control de

elongacion de células CHD y toxina B de Clostridium difficile
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bara control“de redondamiento de cyf’:‘lulas CHQ y VERG. Las mi
crop'[acas' sev"lncubar‘on en unaatm&isfeéa de Coz al 5%-a 37°C,
observandose, el efecto citotéxlco a las 24"y loB horas, bus-~"
cando a|leraciunés'morfolégléas como: redondamlenla, elonga

cidon o lisis.: ‘Se canstderu como efecto. c|loloxico positivo

“cuando ‘se observé a||erac|on moriologica en més del..50% de

la poblacion cclular, conparado con.un cnnlrol negativo sin

Tincion de Tricromo Gomori modificado por Wheatley (2}.

n dé"’;’)a’r“é:sn;:s (Entamoeba histolytica).

Para Ia observatlon de frotes al microscopio para la detec~

cidn: de par‘ésl!os, se realjzd la sigutente téenica de tincitn.

La lécnlc que se: real(zo para la cobservacian de frotes al
mlcroscopla iue Ia siguiente: los frotes se realijzaron con
la’s spenslon de malerla fecal de PVA, dejAndolos secar por

24 horas.

‘Después se-colocaron en la solucidn de trabajo D'Antoni por

3-5 minutos, posteriormente se les did dos cambios de alcohol

‘al “70% .por 2-5 minutos por canbio, al terminar este paso se

guardaron los frotes toda la noche antes de continuar.

Se colocaron ‘los frotes en el colorante de tricromo de 8 a

10 minutos, eliminando el exceso de colorante con papel absor
bente e introduciendo los firotes en alcohol acidificado de 2
a 3 segundos.

Luego se pasaron los frotes por alcohot al 95%, absorbiendo
el liquida colorido en papel. .
Posteriormente, se sumergieron los frates en dos canbios de
ctano!l al 100%. €1liminando el tiguido, y colocando los fro-
tes en dos camblos de ectanol af 100%, de 2 2 5 minutos por
cambio.



Dejan:dpvaclu‘:z}sr‘ el colorante por 30 miny

dejéisecar. ‘La preparaclon se .ob

objetivo 40x y se re-

'gislrar'on las: celulas claramenxe |denttficadas como_monanu-

cleares ‘o pol|murfonucleares.

.De 20~- 50 cnrrpos se: Ieyeron, lo suhclenle para obtener una

Ieclura ropresenta”vu de’ Ia canltdad de leucccllos en-el: fro-

te.

Los rangos enconlrados se conpararnn en las distintas ‘infec-

ciones::

'Wsrrilirgie'l'nrsls = >'507I eucociias PMN/campo cbjetivo seco fuer

: vt ’ te, grupos dé leucocitos macrafagos y eri-
trocitos.

Saimonelosis <20 leucocitos PMN/campo abjetivo seca

y fiebre fuerte,

tifoidea.

Célera

Diarrea viratl 2 -~ 5 leucocitos

E. coli entero

toxigénica.



En.E. coli’

invasiva’

dcsiﬁlér!n

L

eucocitos’degenerados

37.
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g RESULTAbOS

-El esludlc colvprendlo cl analhls e 140 mu;evslrars de’pacientes con

diarrea con sangre caplados en’ el ‘transcurso;de un afio (marzo de

1990 a marzo. de 1991), tados ellos, entes aibulatorios de con-
“sulta exlerna. L H T g

La dis:rlsucv’n por “edad d
.res de un ano, 36% entre il
‘de 15 afos (Ve :

2% en nifios-meno-

ores de'5'y ‘menores -

flgulja‘ 5)

El total de emcropalégenos delermlnadus fueron 113, lograndose -
‘IdenHllcar el agente eliologlco en un 62% ‘de los casos.

El porcentaje de identificacidn de los miscroorganismos investiga-
dos se muestran en la Tabla 1. En 29 (21%) de los pacientes, -
Shigetla sp fue el patdgeno alslado; Salmonella sp se aisld en 25
(18%) pacientes; Canpylobacter sp se identificd en 28 (20%); -
Escherichia coli citotéxica se encontrd er 12 {8%); siendo Aeramonas
hydrophila identificada en sblo 3 (2%) de los pacientes; Yersinia
enterocolitica no fue aislada en ningln caso.

De los B7 pacientes en los que se identificd atghn enteropatbdgeno,
se encontrd infeccidn mixta en 13 (9%) de elies con asociacién has
ta de 3 microorganismos, siendo las mas frecuentes Shigella sp/
Campylobacter sp y Saimonelta sp/Ca lobacter sp y Salmonella sp
E. coli citotdéxica (Datos no mostrados).

Trofozoitos de E. histolylica fueron detectados en 3 (2%) de los
pacientes, dos de ellos presentaron infeccidn mixta con asociacian

entre Saimonella sp/E. histolytica y Shigella/E. histolytica.

Considerando ¢! nfimero total de microorganismos identificados, se
observé que no hay un predominio de alguno de los gfneros, ya que

se encontrd frecuencias de aislamiento muy semejantes enire -
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~:'Shigetta sp-(21%), Salmonelia sp”(18%) v Campylobacter sp {20%).

ShlkgellAév "g en..la Figura 6 se puede observar que la

que se aisld con mayor freclencla es Sh. flexnerl (55%), encontran

toia

‘dose_en, n\ay;ar_pyérce','lajéf el 'serotipo 2; seguida por Sh. sonnei -
(24%)"y sh. boydii (16%), siendo en esta Gitima el serotipo mis
ir‘ccucn‘lc‘el, 2.

La distribucién-de los gérmenes -identificados con respecto a los

zilferenles grupos de edad, se muestra en la Figura 7. En pacien-
tes entre uno y cinco afios, el agente que se identificd con mayor
frecuencia fue Shigella sp (14%), en los menores de un afio -
Canpylobacter sp {16%) fue el germen mis frecuentemente aislado,

seguldo por Salmonetia sp (12%).

l.os micoorganismos restantes no mostraron un predominio por algin
grupo etario, aunque el nimero de cecpas identificadas de varios de
l1os géneros es muy escaso para poder hacer interpretaciones confia
bles (Datos no mostrados).

La distribucidén de enteropatbgenos en las estaciones de! afio, du-
rante el tiempo de estudio se muestra en la Figura 8, observindose
que Shigella se aisld mayormente en primavera y verano, mientras

que Campylobacter presentd un plco en otofio, por otra parte para
Salmonella, se tuvieron porcentajes muy semejantes ecn las estacio-

nes calurosas y |luviosas.

La citologia de moco fecal realizada en el total de muestras, mos—
trd que a ta mayor parte de los pacientes a los que se aisld -
Shigella sp presentaron el mayor nimero de Pol imorfonucleares por
canpo, encontrindose mis de 50 células. Sin embargo, a los pacien
tes a los que se les aisld Salmonella sp, Campylobactier sp, E. coli
citotdxica el nimero de PMI/campo fue desde 2 hasta 50 células -
(tabta 2).
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Los reé\ﬂlados del estudio comparativo de medios de aislamiento -~

A Caupy;BAP y 5.5.M., sembrados directamente y de medio de transpor-

T te Tioglicol‘al'o, para el aislamiento de Campylcbacter sp se obser-
van en 1a Tabla 3. Canpylobacter sp, se aisl6 en un total de 28
(20%) pacientes, correspondiendo 21 de estos casas a Campylcbacier
jejuni el cual se aisld con mayor frecuencia en el medio Canpy-BAP
que-‘en ‘el medio SSM, observindose mayor nimero de aislamientos a
partir del medio de transporte tioglicolato en ambos medios de als
lamiento. Con respecto a Canmpylobacier coli, este presentd una
frecuencia de aislamiento muy semejante en las diferentes condicio
nes de sienbra (tabla 3).
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FRECUENCIA DE. ENTEROPATOGENOS AISLADOS DE 140

TARREA CON 'SANGRE: * S e

MICROORGAN | SMOS

Shigella sp
Salmonella sp

Campylobacter sp

E. coli citotoxica * 2. S ¢ 8).
Entamogba histolytica . 3 : (2)
Aeromonas hydrophila 3 : '(k KA ;
Infecciones Mlxla’s“ 13 - . , ‘"( 9)
Germen no ldénlt(icadn 53 i {38)

¥ NO FUERON SEROT IP IF ICADAS
*% ASOCIACION HASTA DE 3 MICROORGANISMOS



LT

M1CROORGAN1 SMOS

Shigella sp ‘
Salmonella sp

Campylobacter sp

E. coli citotdxica

&

Germen no identificado.

4 2 50 PMN/campo

++ 10 < 50 PMN/Campo

+
»
|

9 PMN/Campo
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SEROTIPOS DE Shigella sp AISLADOS DE

PACIENTES CON DIARREA CON SANGRE.

% AISLAMIENTD

SEROTIPOS
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FRECUENCIA DE ENTEROPATOGENOS
DE ACUERDO A LA EDAD

O«ne=3a-uw=r ¥

Shigellg sp.

" MUESTRA DE 140 PACIENTES

Entre 1 v 5 afios  Entre § y 15 anos
Grupos de Edad.
Figura ¥
%23 sqlmonella sp. L) Campylobacter sp.
S8 r_coliciiotoxica. BES Inteccton Mixta.

‘8



DISTRIBUCION DE ENTEROPATOGENOS
DE ACUERDO A LA EPOCA DEL ANO.
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D1SCUSION -

£l grupo de 140 niﬁos estudlados, correspande a paclemes que asis

ten aiuna cHnlca y Ia |nformacl6n epldemlnlug‘ca que proporcionan
estos esludlos es necesaria para: lnlegrar el panorama de la etiolo
‘gfa de 1a dlarrea aguda con sangre o’ d|senlerla en nuestra pobla-—-

clon infanlll.

'A Hlierehcia'de olras publicaciones que han descrito que Shigeila

"EE! s¢ encuenira con mas frecuencia {40-50%) que ningin otro patd-
geno invasivo que produzca estos cuadros, en nuestro estudio no -
hay un predominio de uno de ellos, ya que se encuentran tasas de
alslamiento semejante para Shigeltla sp (21%), Campylobacter sp -
(20%) vy Salmonella sp (18%) (13,19,268,35,39,60,61). Lo anterior,

posiblemente se deba: 1) A la diferencia en capacidad y métodos
de los laboratorios involucrados, ya que como minimo se requiere
el uso de definiciones estandarizadas y métlodos de laboratorios -
conparables (35); 2) Por otra parte, la utilizacién del medio ~
Mac Conkey - Telurito que aunque estd disefado para incrementar el

alsfamiento de Sh. dysenteriase y Sh., flexneri, en nuestro estudio

al tgual que en Africa y Bangiadesh, e¢s probable que jas cepas de
Shigella sean mas sensibles al teldrito provecando su inhibicién,
causando con esto una disminucién en e! porcentaje total de aisla-
miento {5,19,52); 3) Asimismo, aunque Shigella es endémica en
nuestro pais a! igual que muchos paises en desarrollo (10,13,39),
es probabie que el nivel de prevalencia de la disenteria sea menor
y la prevalencia de otros organismos enteroinvasivos sea superior,
pudiendo esto ser la causa de que Caipylobacter sp, presente un
mayor porcentaje de aislamiento conparado con otros estudios en -
donde se encuentra con una freccuencia entre el 10 y 15% {13,47,61,
63,64), o posiblemente se deba a que en el-cesquema de aislamiento
esté incluido el medio de transporte Tioglicolato, el cual conser-
ve a Campyliobacter por mds tienpo, favoreciendo su aislamiento -
(50,65 ).
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. ,'lC0n> respecio a ta E. coli citoléxica aungue 1a mayorfa de casos -

encont rado,s fue én. nifos menores de 5 afios (Figura 7) no se pueden
clasiflqa"r‘ como ’_en‘lernpalégenlca ni como cnlefohemoi'régica, ya que
no-se realiz6 una serotipificacién ni tanpoco se llevd a cabo la -
\neutvrallzaclﬁn con ‘ani icuerpos especificos contra toxina Shiga brg
ducida por Shigetla dysenteriae i, asimismo, no se pucde decir que
“estuvieran asociadas a la diarrea debido a que mis de la mitad -
identificadas se encontraron mezcladas con otros microorganismos.

Del: resto de los microorganismos, la frecuencia de identificacién
iue‘baja, ta anterior limita posibles interpretaciones, sin embar-
1 ga, ‘la informacién que proporciona es necesaria para integrar el

panoramé de 13 etiologia. Con respecto Y. enterocolitica, fue el

dnico germen que no se aisld en ningln caso, esto coincide con lo

reportado en oiros trabajos (24).

Encuanto a l1a baja frecuencia de identificacidén de Entamoeba -
histolytica, este hallazgo se ha repetido en otros estudios (28),
ya que este parasito es una causa rara de disenteria en nifios sien
do:menor det 5% de todos los episodios {13,33).

Por otro lado con respecto a Shigella, se observd que al igual que
en olros paises en desarrollo Sh. flexneri es la que se aisia en
mayor porcenlaje {13,18,19), sicndo su scrotipe mis frccuente el
2, esto es de importancia, ya que la mayoria de los laboratorios
aislan solamente serogrupos, esto es desafortunads y de gran impor
tancia, ya que el fuluro de las vacunas de Shigella sea probable-

mente especificas de serolipos.

Con respecto a la cdad, los aislamientos de Shigelia incrementaron
con la edad, prusentando un pico en nifios de 1 a 5 afios, en compa-

racibdn con Salmonella y Canpylobacter, los cuales sec encontraron

principaimente dentro del primer afio de vida, estos resultados vie

nen a confirmar lo ya reportado en oiros estudios (18,19,24,26).

El examen de heces para efucocitos fecales es una forma sencilla de
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ol'pgico de la -

eslablecemuna‘videntIﬂcaolon probab’le del -ngcnle et

1 sa con snnqre. La;presencia dc leucncilos

relac!onada cnn caraclerlsllcas cllmcas ayuda a llmilar el -

'dtagnoslico dn.ferenclal y .es u||l .como pronns!lco de los resulta-~
das del copruculluvn (7 13,19, 310)
yan eslo debido a que Shlgella presemo mas de 50 leucocitos PMN

Los resullados presentados apgo

qen aproxsmdamenle el 40% de sus. alslamlenlos' encontrandose que -
da presencla de mis de 50 células por campo es estadisticamente -

gnificativo para Shigella, con un vator de P<0.05, asi como, -

‘también, la presencia PMN se correlacionan con el agente etioldgi~

“‘co”aislado. L.

Otros autores citan (13) que la observacién de heces al microscopio
no es necesaria cuando la sangre es visible, sin embargo, en nues-—
tro estudio donde sdlo se captaron pacientes con diarrea con sangre,
se puede observar que olros enteropatdgenos presentan 50 lcucocitos
PMN por canpo, aunque en un porcentaje muy bajo, por esta situacidn
en algunos trabajos reportan que este examen no es ecspecifico para
tener valor practico (13,19}, por lo que se recomienda que este -
examen sea conpletado con las caracteristicas clinicas que presen~

ta el paciente para poder hacer un diagndstico presintive de Shigelosis.

Con respecto a Campyliohacter sp, se presentd un mayor porcentaje de
aislamiento en el medio Canpy-BAP, tanto de heces directas como de!

medio de transporte Tioglicolato, en conparacidn con lo reportado
por Goossens, cn.donde &l encontrd hasta un 95% de aislamiento en

- el medio 5.5.M. {(21,23). Sin ewbargo, al trabajar los datos esta-~
disticamente no hay evidencia que indique que hay diferencias entre
jos medios de cultivo usados para el desarrolln de Campylobacter -~
por lo tanto se recomicnda continuar e! estudio para recabar mayor

informacién y poder entonces discriminar entre alguno de cllos.

No se realizd identificacién de enteropatigenos en un grupo controf,
debido a que nuesiro grupo ha recalizado otros estudios en la misma
zona, encontrindose una frecuencia del 20.4% (28).
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CONCLUS oNEs

- La” frecuencta de Idenllficacion para Shlgclla . com para ggxld)aclcr
_p_ y Saimonella- sp,.-fue.muy'.semejante.destacando ;un._aumento en:fa.

partlclpac!én en la praoduccibn’ de diarreas con sangre’ —disenler

por parle de Caﬂgxlobacler. Para. los micruorganlsmos re lanles,

las dilergncuas no fueron significativas.

La |n(Drmacion epidemiolbgica obtenida puede ser” exlendlda o apll

cable a poblaciones con caracteristicas semjantes a la: es(ud|ada,
ya que la prevalencia de los enteropatdgenos varia de lugar'a -
fugar. Permitiendo a los médicos familiares, tener informacidn -

sabre ¢l tipo de paciente que maneja.

E) estudio citolégico del moco fecal concuerda con lo publicado,
encontrando que la presencia de mds de 50 Jeucocitos PMN por canpo
nos indica que el agente elioldgico causante del cuadro sea Shigella
s en la mayorfa de los casos. Teniéndose que apoyar también en

ej cuadro clinico para reatizar un buen diagnbstico presuntivo.

Numéricamente puede decirse que el aislamiento de Campy!ob

er._se.
fue mejor cn el medio Campy-BAP tanto de ia siembra directa de -
heces como a partir del medio de transporte tioglicolato, Sin em-
bargo, estadisticamente se deben de lencr mds datos que los obtend

dos para poder discriminar enire alguno de ellos.
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