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INTRODUCCION

Se define como diarrea al aumento en el contenido liguido de las evacuaciones
¥ que, en general, sean mds de tres veces al dia. La disenteria se define como la

pr ia de e iones de escaso volumen, predominantemente formadas por

moco y sangre.

La Diarrea Infecciosa Aguda o Gastroenteritis continia siends una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad de los paises en desarrollo, sobre todo
en los lactantes, considerdndose importante determinar sy etiologla para un
tratamiento mds adecuado. £n 1970 sélo se reportaba un 20% de frecuencia de
aislamiento, actualmente, con la utilizacion de nuevas técnicas, se ha incrementado
hasta un 80% ddndose a conocer nuevos agentes etioldgicos potencialmente
patdgenos en la gastroenteritis. Es por tal razon que se planed este irabajo, que formo
parte integral del proyecto: Implantacion de Normas Terapéuticas para el Manejo de
Diarrea Infecciosa Aguda en el Primer Nivel de Atencidn Médica. Para este provecto
se seleccionaron dos unidades médicas de primer nivel de atencidn del IMSS,
localizadas en el sur de la Cd, de México. Solo se reportaron los datos obtenidos de
las muestras tomadas en la Clinica No. 19, ubicada en la Delegacion Coyoacién, en

donde atienden predominantemente a personas de nivel socioeconomico medio.

Para la investigacion se incluyeron a todos los pacientes que acudieron a los
servicios de consulta externa en el primer nivel de atencidn, con diagndsiico de
Diarrea Infecciosa Aguda o Disenteria. Se considera como primer nivel de atencion,
a la consuita médica o a los servicios médicos preventivos que se otorgan en la

clinica.



OBJETIVOS

Determinar la frecuencia de algunos agentes etioldgicos de diarrea aguda en

un grupo de pacientes de consulta externa en una Unidad Médico Familiar.

Determinar la frecuencia de los mismos microorganismos en un grupo de

pacientes sin diagndstico de diarrea.

Determinar la presencia de leucacitos en el moco fecal de todos los pacientes

siny con diarrea aguda.



I-GENERALIDADES

L1.- SINDROME DIARREICO.

A través de la historia de la humanidad, han existido problemas de gran
magnitud, provocados por las grandes epidemias del célera, la disenteria y diarreas
en general! este grupo de padecimientos denominados en la actualidad " Sindrome
diarreico ", originaron una elevada morbilidad y mortalidad en todo el mundo hasta
Jinales del siglo XIX. en el presente siglo el problema se fue resolviendo en los pafses
industrializados durante los primeros 15 aflos, al elevarse los niveles generales de
vida en las sociedades de dichos palses. En contraste con los palses en desarrollo, en
donde las enfermedades diarreicas de origen infeccioso todavia representan uno de
los principales problemas de salud piblica (55), mostrando una morbilidad
excesivamente elevada (54). Cdlculos de la Organizacion Mundial de la Sailud (OMS)
indican que cada afle, aproximadamente 750 millones de menores de 5 afios de edad,
enferman de diarrea aguda (DIA) en Asia, Africa y América Latina (25,11). Se
reporta qtie en 1983, fallecieron 5 millones de nifios menores de 5 afios (48)
contrastando con los bajos porcentajes presentados, desde aflos anteriores en
algunas naciones, donde han habido avances notables en este campo, como es el caso
de Estados Unidos, Canadd, Puerto Rico y Cuba (73). En 1992 el porcentaje sigue
siendo elevado con un promedio de 3.2 millones de muertes en nifios menores de 5
arios alrededor del mundo (63) y 5-10 millones de muertes relacionadas con diarrea

entre los 3 billones de gentes que viven en Afvica, Asia y América Latina (40).

En la Repiiblica Mexicana, en el transcurso de los iiltimos 55 afios, la morbi-
mortalidad por diarrea ha disminuido en forma sostenida. Sin embargo, a pesar de la
considerable disminucién en las defunciones informadas entre 1960 y 1980 (cuadro

1), se puede observar que el porcenigje de muertes en menores de un afio, se



incrementd de 44 a 56%, y si se comparan las tasas de mortalidad observadas por
diarrea con las de los otros paises (cuadro 1), se puede apreciar que en 1990 este
problema segula siendo muy importante ya que ocupaba un tercer lugar dentro de los
paises latinoamericanos (5). La DIA, ocupa el segundo lugar en nmorbilidad con
3,204,419 casos notificados en 1985 (25), en 1991 se incrementd este mimero a un
total de 11,715,000 casos en niflos <5 aflos con un promedio de 4.5 episodios
diarreicos por nifio por afio. La O M § reporté en 1992 52,718,000 episodios
diarreicos en nifios <5 aflos (76), constituyendo la segunda causa mds frecuente de
consulta médica a esta edad (49). Actualmente se sabe que en la poblacion atendida
por el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), las diarreas representan una de

las primeras causas de consulta médica y ausentismo al trabajo (55,73).

En los ttimos afios, la OMS y el Fondo de las Naciones Unidas para la
Infancia (UNICEF) han tratado de disminuir la morbilidad y mortalidad por diarrea,
logrando avances importantes al determinar los agentes causales, sis mecanismos de
patogenicidad v trastornos fisiopatoldgicos que caracterizan el sindrome diarreico

(60).

Por tal razon, es importante el esclarecimiento de la etiologia de la diarrea
aguda, la cual ha seguido un proceso lento. Hasta 1960 sélo podia determinarse en
aproximadamente 20% de los casos, reconociéndose como agentes causales a un
niimero pequefio de microorganismos como: Shigella, Salmonella, E. coli

enteropatdgena (ECEP), Vibrio cholerae y E. histolytica. Sin embargo, en las iltimas

dos décadas, en base a las investigaciones realizadas y al desarrollo de nuevas
técnicas de diagndstico, se identificaron nuevos agentes infecciosos como: Rotavirus,
cepas enterotoxigénicas, enteroinvasivas, enterohemorrdgicas y enteroadherentes de

E. coli, Vibrio parahaemolvticus, Campylobacter jejuni/coli, Yersinia enterocolitica,




Clostridium difficile, Cryptosporidium spp y otros agentes bacterianos y virales
menos comunes {3). Siendo posible identificar actualmente al agente etioldgico en

mds del 60% de los casos (47).

Diversos estudios nacionales ¢ intermacionales han mostrado una propoicidn
variable de los agentes patégenos mencionados cuadros Il (3}, IV (5842,73,21) ¥
V(19,38,8,78). Estas variaciones pueden depender de numerosos factores como son:
la edad de los nifios, el rigor clinico con que se establezca el diagndstico.de diarrea,
la seleccidn de los pacientes, el tiempo de evolucion de! padecimiento en el momento
mismo de realizar el estudio, cambios epidemiolégicos y estacionales de los distintos
agentes infecciosos, posibles variaciones de la virulencia de los microorganismos,
por iiltimo, diferencias en la calidad, especificidad y sensibilidad de las distintas

técnicas microbioldgicas que se utificen (54,

Se han realizado estudios concernientes a la importancia de virus y bacterias
en nifios con gastroenteritis en diversas ciudades, particwlarmente en ciudades
industrializadas. Rotavirus en un 58%, ha sido la mayor causa de diarrea (74), a
diferencia de las civdades en desarrollo, en donde fa mayor frecuencia de
aisiamiente corresponde a los agentes bacterianos, encontrdndose sobre el 45%
(47,70). Mds investigaciones se han enfocado a pacientes menores de edad
hospitalizados y pocas a pacientes no hospitalizados (74). Los pacientes que asisten a
un hospital, generalmente presentan diarreas con complicaciones, observandose un
sesgo hacia las formas mds graves, por lo que las praporciones obtenidas no son
necesariamente representativas de lo gue ocurre en poblacion abierta, donde la
mayorla de los casos, son diarrea de curso leve o moderado, sin complicaciones {47,
En esta situacion conviene efectuar estudios de prevalencia de los distintos agentes

en diferentes dreas, y en pacientes no kospitalizados. La informacion epidemtoldgica,



que proporcionan estos estudios es necesaria para integrar el panorama de la

etiologia de la diarrea aguda en nuestra poblacién (28,47). )
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CUADRO . TASA DE MORTALIDAD POR DIARREA n
PAIS 1970-1976 | 1975-1960 | 1980-1985 | 1985-1990
Amentina 1.51 0.98 0.50 0.31
|Besce 295 2.86 (K] 0.88
{Brsi 4.82 302 1.4
Colormiva 477 398 1.56 -
Costa Rica 3.30 1.16 037 027
Cubs 0.a7 0.37 024 0.18
Chie 2.79 1.19 0.1 0.17
Republca Dominicana 157 473 N
|Ecuador 8.20 7.564 4,85 353
€1 Salvador 9.88 .- 409 .-
|Guatenmla 10.90 9.35 748 -
Honduras 11.28 8.57 6.66 -
JJameica 2.51 1.99 132
Ivaxco 6.97 4.26 269 247
{Nicargua 10.96 9.83 . -
Panamd 223 1.45 070 0.68
Pamguay 392 4,50 295 2%
Pend 8.28 7.80 6.60 -
Unuguay 1.18 1.03 0.61 0.31
Venezuela 331 227 1.65 1.08
TR0, g narss oor T M08 6n0B b anos 04 6320 101,




CUADRO I,
FAECUENCIA DE AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS EN NIROS
CON Y SIN DIARAEA AGUDA

AUTORES CONOIARREA CON INF.MIXTA 5IN DIARREA
% CONDIANREA % L
DONTA Y COLABORADORES * 680 100 40
PICKERING EN HOUSTON 5.9 27 53
PICKERING EN MEXICO 585 47 71
GUERAANT Y COLABORADCRES 633 1.7 410
MUROS Y COLABDRADORES 538 70 1.3
ALVARADO Y COLABOR ADORES 8a0 no o0

*No s invesigeron mgenma virales
Méxiao, 1906 {3},



CUADRO IV,
FRECUENCIA DE MICR OORGANISMOS ENTEROPATOGENOS
EN NINOS CON DIARREA AGUDAEN LA

REPUBLICA MEXICANA
TI78 ToU5 o008 T
PICKERING | MATHEWSON | OLARTE | GIRON
MICROORGANISMOS D.F. |GUADALAJARA{ b.F. CHIAPAS
(N =438} IN=154) N=—1} N 83}
% % % %
17 1.3 1Za U U
T had ) ol
- v 5 »
7 VAK:] 08 22 77
ol 35 5a 10 b
T hd T 0
* 58 12216 58|
13 55 Ba 12 B3
T2 13 736 T
T ) 7586 pod
) 13 T bl
b 75 7 bl
Oesconacwdos a0 08 s 35 LA
mm&m - 153 20 B7
TOOIQANISITD 110 o5

“**Dato no reportado

EYEC =E. coli snterotoxgénica
EPEC=E. colantsrpatdgena
EIEC =E. coll ememinvasiva



CUADRO V.

FRECUENCIA DE AISLAMIENTO DE MISCROORGANISMOS
ENTEROPATOGENOS EN NIROS CON DIARREA DURANTE 1992

UL ASLAREN 0

FITZROY TRBRTTA | ZAMAN-R | CANATA
MICROORGANISMOS  |BANGLADESH ITALIA ARABIA PEAY
(N =363) (N =2811} N =217) (N =677}
39 prag
88 hid 0B
8.7 48 47 47
04 148 6.2 2
1 5.3 45 28
B8 b e BJ
- T ~w w
59 had el 167
07 ~— —w w
- w > BT

ICUOIGANISITOS N0 B SUa00
ETEC =E. coli entarotoxgénic
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1.2.- AGENTES ETIOLOGICOS.

1.2.1.- Shigella spp.

Entre 1898 y 1901, Shiga en el Japdn, Flexner en las Filipinas 'y Kruse en
Alemania, demostraron el papel de Shigella en las diarreas y disenterios (26).
Shigella  contintia  slendo una causa comin e importante de diarrea,

principalinente en escolares en todo el mundo, do mds probi en palses

en  desarrolio, porque la enfermedad tiende a hacerse mds severa por la

deshidratacidn de los individuvs, ademds puede provocar grandes epidemias.

Desde 1972 la mayoria de los brotes que se presentan en los grandes centros
de salud en los Estados Unidos se deben a Shigella. El primero de estos casos de
shigelosis lo reporto el Centro para el Control de las Enfermedndes de Atlanta
(CDC) (62,26). América Central, Bangladesh, Africa Central y Sur de Asia han
sufrido recientes pandemias, en Guatemala se estimaron 120,000 casos y 12,000
muertes durante un perfodo de 12 meses (62,68).

La shigelosis es universal, mostrando una incldencia que puede variar del 5
al 20% aproximadamente. En México, en 1986 se encontrd Shigella del 10 al 13%

en los casos de diarrea en nifios. Por lo generdl, latr isién de la infeccion es

directa de hombre a hombre, esto es posible por el pequefo indculo requerido

(101 - 102 microorganismos), por esta razon es dificil de controlar, asi como

también por la pr ia de infecci inaparentes, su diseminacion a olros
p tf

centros de salud cuando un niflo es (ransferido, y su diseminacion hacia la

comunidad atin_después de la  recuperacidn del paciente (54,55,50,62).

Qcasionalmente se pr estos brotes epidémicos por contaminacion con
Shigella a fisentes comunes como el agua y los alimentos. Las epidemias por
Shigella en el trdpico se  han atribuido a la transmision a partir de heces
infectadas, transportadas en las patas de las moscas (62).

12



Los miembros del género Shigella son el prototipo de microorganismos
invasivos que producen disenteria . Si bien estos microorganismos son muy
importantes como causa de infecciones gastrointestinales, rara vez producen otro
tipo de infecciones (39). La enfermedad tipica puede presentarse en dos fases,
en la primera se presentan los sintomas caracteristicos de la enfermedad que
terminan con la aparicion de sangre y moco en las heces; en la segunda fase se
multiplica el microorganismo a través de la mucosa del colon hasta provocar una
respuesta inflamatoria y la muerte de las células que pueden contribuir a la

Jformacidn de ticeras (62), el periodo de incubacion es de 36 a 72 horas.

El enfermo presenta fiebre alta, lestias abdominales y, en )
vomito. La diarrea es inicialmente liguida y abundante, pero luego puede disminuir
mostrando  moco, sangre y jtos  polimorfonucieares (PMN) en las
e ? P indl el cuadro clinico como una verdadera disenteria

(34,7). El curso de la shigelosis es extremadamente variable. Los nifios tienden a
tener infecciones leves, que duran no mds de tres dias, pero los sintomas en los
A

adultos persisten a veces por 7 dias. Durante 3 o 4 p pr
recidivas (22).

Se requieren por lo menos 3 factores de virulencia para que Shigella cause la
enfermedad: presencia de un antigeno de pared celular de naturaleza
lipopolisacarido; capacidad de invadir y proliferar en las células epiteliales y

liberacion de una toxina después de la invasidn a la célula (62,53,46,13). Las

shigelas invaden las células de la , do la muerte y desprendimiento de

/

éstas hacia el lumen i , rara vez invaden mds alld de la mucosa (39). Las

cepas  virulentas primero  colonizan  temporall el intestino delgado

presentandose en el enfermo los sintomas cldsicos; posteriormente, la colonizacidn



de la bacteriase  extiende hacia el intestino grueso, invadiendo las células

epiteliales, la multiplicacion intracelular produce la muerte de las células invadidas,

en la dltima fase invade mucosa y sub llegando a disemi dentro del
tejido conjuntive de la limina  propia, dando inicio a una respuesta inflamatoria
con la infiltracion de PMN y cambios vasculares, esta etapa de acumulacion de
metabolitos y liberacidn de endotoxinas, conduce a la formacion de ilceras. En
ocasiones las células del infiltrado inflamatorio en la Idmina emigran al epitelio de

la cripta, bloquean su luz e inician la formacion de abscesos (68,51,66,73 ).

Shigellaspp y E. coli enteroinvasiva (ECEI) comparten un pldsmido de 120 -
140 MDa que permiten a la bacteria penetrar a la mucosa intestinal del colon
(72). Las formas mds graves de disenteria las origina S. dysenterige tipo 1, que
ademds del poder invasor, elabora una enterotoxina, la toxina de Shiga (54,62,31).
que produce diversos efectos: Pardlisis lumbar en animales inferiores
(Neurotdxica), muerte de las células en cultivos de tejido (Citotdxicos); estimulacién
de secresion intestinal (Enterotoxica). Actualmente se ha determinado que otras
especies o serotipos de Shigella producen una toxina semejante a la de Shiga en

menor concentracion (62,59). diversos grupos de investigadores han demostrado

que la toxina de Shiga inhibe la sintesis de proteinas en células eucariontes (53).
Las especies de Shigella estdn estrech relacionadas en la ia de

pares de bases del DNA con E. coli, presentando de un 70 a 100% de hibridacidén

considerdndose por esto laxondmi como miembros de la tribu |

Escherichiae (39,50). En el Manual de Bergey se clasifican en la seccion 5, como
el género Il de la familia I, Enterobacteriaceae (35). Se conocen 4 especies de
Shigella: S.dysenteriae, S. flexneri, S. boydii y S. sonnei (39), que seroldgicamente

corresponden a los grupos A, B, C, D, dentro de los cuales se encuentran mds de




40 serotipos basados en las caracteristicas de sus antigenos somdticos "0"
(53). Algunos estudios muestran que las especies flexneri y sonnet, predominan
mds frecuentemente y que las especies boydil y dysenteriae se aislan en menor
proporcion (72,59). .

El mejor método de obtencion para cultivar esta bacteria, es utilizar un

hisopo  rectal para t la probabilidad de cislamiento por ser un
microorganismo intracelular, en la prictica se utilizan mds comunmente muestras
Jecales recién emitidas, (no mds de 2 horas). La presencia de PMN en la muestra, se
utiliza como prueba presuntiva de identificacion (75), recordando que el hallazgo de
PMN se relaciona con la localizacion anatomica y el grado de inflamacion de la
mucosa (50), en el caso de este microorganismo el tipo de lesion ocasionada en el
intestino delgado contribuye a ia formacion de un gran mimero de leucocitos fecales
(41), por lo que pueden encontrarse en mayor cantidad en pacientes con shigelosis,
que en pacientes con sall losis, fiebre tifoidea, di a amibiana y diarrea
ocasionada por E. coli invasiva, Con el método del moco fecal pueden contarse
hasta mds de 50 células por campo en infecciones ocasionadas sobre todo por
Shigella dysenterige tipo I, la técnica se realiza con muestras de heces o hisopos
con una p _,. A tidad de moco a la que se le adiciona azul de

.
il para examinarla a través del microscopio y observar claramente los

nticleos de los | itos (75). Los métodos para el aislamiento de Shigella son
ampliamente aprovechados alrededor del mundo (62). Los miembros de este género

dentro de las enterobacterias, son los menos reactivos bioquimi te, inmoviles,
fermentan la glucosa sin produccion de gas, reducen los nitritos, no fermentan la
lactosa en 24 horas y presentan otras reacci bioguimicas caracteristicas

de este género.



La identificacién de las especies de Shigella es importante por sus
implicaciones clinicas y epidemioldgicas. Tres pruebas bioguimicas son dtiles en
la .reparacidn de las especies, Manitol, Omnitina y ONPG, pero aungue 2

hi f

p son bioguimi te distintas, las otras dos son iguales, por esta razén y

debido a gque pueden pr reacci cruzadas con E. coli y otras
Enterobacterias, la determinacién de los grupos serdlogicos es esencial para la
identificacion de las especies (39,75).

1.2.2.- Salmonella spp v

La participacion de Salmoneila en las enfermedades diarreicas humanas es
variable, siendo inferior a Shigella spp (72,42); en México se encuentra una
Jrecuencia de aislamiento en niflas del 2 al 6% aprox (53). La fuente de contagio,
ademds de la materia fecal, pueden ser los alimentos de origen animal {75). En el
caso de la salmonelosis en México, al igual que en muchos otros paises, se ha
demosirado que una extensa variedad de animales (pollos, reses, cerdos etc.) se
encuentran infectadas o son portadores de un sinmimero de serotipos de Salmonella
patdgenos tanto para el hombre como para los propios animales (73). Los serotipos
asociados a diarrea se encuentran principalmente en animales de granja,

En 1984, un brote de diarrea severa en Estados Unidas fue ocasionado por
S.newport, ésta se encontrd en una manada de reses, alimentadas con dosis
subterapéuticas de un antimicrobiano en pr ion, lo que demostrd la resistencia

del microorganismo hacia las drogas (62). Algunos investigadores han determinado
la presencia de Solmonella spp en aderezos para ladas  fabricados

industrialmente, en vegetales congelados y en una gran variedad de alimentos
preparados con  vegetales cocidos. Garela-Villanova y col. aislaron diversos

serotipos de Salmonella en aguas residuales de rios y lagos, en cosechas irrigadas



con estas aguas y en materia fecal humana de pacientes con diarrea, determinando
uha minima relacion entre los serotipos aislados de estas aguas y los que causaron
infeccion humana. La contaminacion por irrigacion de agua; el consumo de

animales; la falta de higiene de los manejadores de ali y el proceso

industrial de vegetales en el mercado contribuyen a la transmision de Salmonella
(20). La participacion del hombre en este tipo de infeccion es importante, porgue
pueden existir portadores; en tal caso, el estado de portador suele prolongarse por
semanas, meses y aiin afios, con eliminacion intermitente del microorganismo en las
evacuaciones (73). Nifios con 5 meses de edad han llegado a ser portadores de
Salmonella hasta dos aftos (74).

Miembros del género Salmonella son agentes causales de infeccion, que
Sfluctiia entre gastroenteritis leve de corta duracion, gastroenteritis severa con y sin
septicemia v fiebre tifoidea (39). El periodo de incubacion del bacilo varla de 8 a 36
horas (54). La presentacion tipica de gastroenteritis por Salmonella se limita a
diarrea acuosa, con ndusea, dolor abdominal y fiebre (62), en ocasiones se presenta

vomito y diarrea con sangre (71). Aproximadamente el 5% de los nifios manifiestan

materia fecal con sangre, moco y pr ia de I itos polimorfonucleares (PMN)
en las heces, siendo indistinguible de S, dysenteriae, La bacteremia particularmente
en niflos menores de 3 meses de edad o en hospederos debilitados puede
acompafiarse de diarrea debida a algunos serotipos de Salmonella enteritidis (62).
Los sintomas clinicos pueden variar, de acuerdo con los diferentes serotipos del

patégeno y el estado de salud del paciente (75).

La patogénesis de la enfermedad ha sido bien estudiada en animales
inferiores. Después de la ingestion y trdnsito a través del estémago, el

microorganismo invade el intestino delgado y colon. Como un paso inicial,



Salmonella se adsorbe en el borde en cepillo de los enterocitos, después entra a la

célula por un i jante a la pinocitosis, en este proceso las

</

microvellosidades inicialmente son destrufdas y después reparadas. La bacteria
permanece en las vacuolas pinociticas migrando a la superficie de la ldmina propia
donde son extruidas (62). Al entrar a la ldmina propia los bacilos producen una

. ion inflamatoria P por 1 itos polimory leares e histiocitos. Los

v

PMN fagocitan y eliminan de manera eficaz a las Salmonellas; sin embargo algunas
especies de salmonella sobreviven dentro de los fagocitos debido a la liberacion de
endotoxinas y vigjan al tejido linfitico intestinal (73,77). Si el proceso se prolonga,
como en la tifoidea y paratifoidea, el infiltrado se torma bdsicamente de linfocitos

leares (73). Dependiendo de la virulencia de las cepas en particular y de la
respuesta del hospedero, las bacterias pueden invadir y multiplicarse en el torrente
sanguineo o en el linfitico 0 ambos (39). El mecanisnmo preciso por el cual
Salmonella causa secrecidn intestinal, manifestindose como diarrea, no es claro,

duccion de

aparentemente son necesarias la invasion de la y la pr

enterotoxinas (62).

El género Salmonella exhibe una gran heterogeneidad en cuanto a sus efectos

enteropatogénicos, algunos no invaden la mucosa intestinal y no producen

;

inflamacion, ni diarrea 'y resul poco  virul do se
intraperitonealmente al raton. Otras cepas que penelran el epitelio intestinal no
producen diarrea y los estudios realizados por i lacion de asas ileales de conejo
con diferentes cepas de S. typhimurium indican que la capacidad para producir una
reaccion inflamatoria no es condicion para la aparicion de la diarrea (73). Se ha
reportado la elaboracion de una enterotoxina en S. typhimurium que se relaciona

antigénicamente con la toxina del cdlera por su comportamiento en varios




bioensayos, adicionalmente se ha descrito una enterotoxina termoestable en
Salmanella (62).

Salmonella se clasifica en el Manual de Bergey, en la seccion 5 como el género
Il de la familia Enterobacteriaceae (35). La clasificacidn de esta especie ha sido
controvertida a través de los aflos. Bn 1972, el CDC reportaba sdlo 3 especies

demostraron que el grupo Arizona estd estrechamente relacionada con el género,

reportandose dentra de los subgrupos 3a y 3b. Farmer Il y col han aceptade la
clasificacion de Salmonella de acuerdo a los subgrupos, basados en la hibridizacion
del DNA y los andlisis fenotipicos. De acuerdo a esto existen 6 subgrupos (1, 2, Ja,
36,4y 5), subdivididos a su vez en un gran niimero de seratipos (15). Hasta el
momente se han identificado al menos 2,200 serotipos potencialmente patogenos

para el hombre y los animales (77).

La gran mayoria de las especies de Salmonella aisladas de muestras clinicas
humanas pertenecen al subgrupo 1, éste incluye Jos serofipos: S. typhimurium
S-enteritidis v S. heidelberg; siendo bioguimicamente muy activos. Sin embargo, los
serotipos  §. typhi, S. cholerag-suis y S. paratyphi A son menos activos

Iy

T

quimi Estos

son importantes en enfermedades humanas y se

aislan de cultives, lanto de heces como de sangre. Los otros subgrupos pueden

£
&

presentarse en diarrea y se ideran como p entéricos si no existe otro

patégeno, pero es mds probable que se tren en animales de sangre fria y en el

medio ambiente {15).

Se diagnostica la gastroenteritis por Salmonella cuando el microorganismo se

aisla por cultivo bacterioldgico de las heces, en wna persond con diarrea. Cuando las



heces recién emitidas se observan con microscopia electrdnica, en el moco fecal los

leucocitos pueden encontrarse en niimero, contdndose menos de 20 células
por campo en los pacientes. Para el aislamiento de este microorganismo en
el cultivo bacterioldgico de heces recién emitidas 6 tomadas con hisopo rectal es
recomendable utilizar medios de cultivo de baja selectividad. Adicionalmente pueden
de enriguecimiento (75).

g

usarse

La mayoria de los aislamientos se caracterizan por reacciones positivas para
movilidad y fermentacion de glucosa con producccon de gas y negativas para indol,
ureasa v fermenfacion de lactosa. La produccion de H3S es una caractristica

variable, porque sélo el 50% de S, cholerae-suis y 10% de S. paratyphi A la dan

positiva, Muestran otras reacciones caracleristicas del género (39), pero también
las producen muchas cepas de Citrobacter causando confusion en la interpretacion
de los resultados. Las cepas de Citrobacter pueden excluirse porque fermentan el

glicerol en agua peptonada, en 24 horas y Salmonella no lo hace (73).

Salmonella tiene una estructura antigénica compleja posee dos clases
principales de antigenos; Somdtico o endoloxinas, llamadas rtambién "O" y
flagelares 6 "H'. Algunos serotipos poseen ademds un antigeno de envoliura
llamado también  "Vi", en ciertos casos, como en S. typhi (33). Los

aislamientos identificades bioguimicamente como miembros del género Salmonella

pueden confirmarse con sueros polivalentes que contienen aglutininas para los
antigenos O, H y Vi de este microorganismo. Cuando un aislamiento se clasifica
bioquimimmenté como miembro del género Salmonelia y no aglutina con ef
suero polivalente, una suspension del microorganismo puede calentarse durante 15

minutos, enfriarse y  reexaminarse (39).
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1.2.3.- Yersinia enterocolitica

Desde su descubrimiento, Yersinia enterocolitica ha sido una causa importante

de diarrea en el mundo industrializado (56,36). Ei microorganismo fué descrito por
Schleifstein y Coleman en 1939 como un patdgeno para el hombre, no identificado,
semejante a Bacterium lignieri y Pasteurella pseudotuberculosis.

Los diversos aislamientos de éste fueron nombrados como Bacterium
enterocolitiocum P. X, P. pseudotuberculosis typo b, Germen X y P.

pseudotuberculosis X, hasta que en 1964 Frederiksen propuso el nombre de

Yersinia enteracolitica (16,10}, en dicha fecha se aislé este microorganismo de un

paciente con ileitis aguda terminal (65). Desde los dos décadas anteriores se ha
incrementado la  frecuencia de aislamiento, se ha encontrado en humanos de
muchas ciudades del mundo, su incidenciay prevalencia es variable pero existen
datos de una frecuencia proporcional de aislamiento en heces de pacientes con
diarrea. En Montreal, durante un periodo de 15 meses, de 1977 a 1978, se aislé

Yersinia enterocolitica de 6,364 nifios sintomdticos en un 2.8%; en Holanda

se aisld de 827 pacientes menores de 40 afios con enteritis en un 2.9%; en ltalia, se
aislé de 2,500 nifios con diarrea en un [.4% En contraste, en Detroit no se

aislo de muestras de heces en 1,262 pacientes con diarrea (10).

La enfermedad atribuida a Y. enterocolitica en el norte de Europa ha sido
alta, reportes de Bélgica indican que Yersigia patogena frecuentemente esid
imp)icada con gastroenteritis aguda, tanto como Salmonella spp y Campylobacter
spp. La mayan'& de los reportes europeos son causados por Y. enterocolitica
serogrupo 0:3y el 0:9 en una menor proporcion. En los Estados Unidos la
enfermedad por Y.enterocolitica se presenta en menor grado y los brotes se han

asociado a los serogrupos 0:8, 0:5, 27, 0:13, 18y 0:21; sin embargo, el serogrupo
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0:3 surge como una importante cansa de brotes asociados a gastroenteritis. En
Noruega, los casos debidos a Yersinia se han  incrementado a través de los afios,

entre 1986 y 1987 su niimero reportado es cerca del doble, de 156 a 274 con

una incidencia de 6.7 casos/[00,000 habitantes, especifi en la region de

Oslo también se ha  incrementado el niimero de casos de infeccién por Yersinig,
durante Octubre de 1988 a Enero de 1990 se obtuvo una incidencia de 6.4
casos/100,000 habitantes en nifies menores de 5 aflos de edad (56).

Y. enterocolitica es un bacilo cocoide, facultativo, Gram negativo, es movil a

25°C e inmovil a 37°C y semejante a otras Enterobacterias. Bl microorganismo
Jermenta la glucosa, es oxidasa negativo y reduce los nitratos. Las colonias de

Y.entergcolitica no fermentan la lactosa en medios que contienen sales biliares, las

cepas tipicas dan reaccidn positiva en agar urea de Christensen y reacciones

negativas para utilizacion de citrato,

Y. entergcolitica puede caracterizarse por pruebas bioquimicas, las

caracteristicas que la separan de otras especies de Yersinia incluyen pruebas

positivas para ornitina descarboxilasa y fermentacion de sacarosa v pruebas

negativas para fermentacion de melobiosa, rafinosa y ramnosa (39, 10).

La recuperacion dptima del microorganisme por inoculacion en los medios
entéricos de rutina se obtiene en las placas de agar MacConkey si se incuban a 25°C
durante 48 horas. Existen medios selectivos diferenciales mds efectivos que los
medios entéricos de rutina como el Irgasan para la recuperacion de Y.
enterocolitica a partir de heces. Como Y. enterocolitica se multiplica a

temperaturas frias, los caldos de enriquecimiento en fro facilitan la recuperacion

del microorganismo de muestras contaminadas. Los aislamientos de Y. entergcolitica
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son usualmente susceptibles in vitro a trimetaprim-sulfametoxazol, aminoglucdsidos,

cloramfenicol, tetraciclinas, cefalosporinas de tercera generacion y quinolings. Los

son tipi te resistentes a cefalosporinas de primera generacion y

T

mds a penicilinas (10).

Y. enterocolitica se ha aislado de una diversidad de reservorios vivos entre
ellos: aves, ranas, pescados, moscas, caracoles, ostiones y una amplia variedad
de mamiferos (10). Los puercos se han implicado como el principal reservorio
de las cepas patdgenas (37) involucradas en infecciones humanas, las que se
encuentran en la cavidad oral y tracto intestinal del animal sano (36). También
atbergan al microorganismo, reservorios inanimados como la leche cruda, crema,

helados, carne de res, de cordero y de aves de corral, lagos, rlos, suelos y vegetales

(10). En Europa, se observé una mayor fi ja de aislamiento en los meses

Jrios de acuerdo con los reportes de infecciones estrech te relacionadas

con los meses de Otoflo e Invierno (45,10).

La transmisicn de Y. enterocolitica a humanos ocurre primeramente por la
ingestidn de alimentos, agua y/o leche contaminades. El consumo de leche y
came de puerco contaminadas ha sido la causa de transmisidn en diversos brotes o
casos esporddicos de enfermedad. La transmision hacia humanos a partir de perros,
gatos y puercos es por via fecal-oral u oral-oral. Las picaduras por insectos no se
han mencionado como vehiculo de transmision, al igual que la transmisidn
fecal-oral de persona a persona (10); sin embargo, se han reportado broles
familiares ocurridos por la transmisién de manos contaminadas con heces
humanas asi como por alimentos contaminados en el momento de la preparacién
(57). Otra via de transmision de persona a persona puede ser por la transfusion de

productos sanguineos (10)
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El periodo de incubacion de Y. enterocolitica estd en un rango de | a 11 dias
(57,10). La dosis infectiva minima para humanos no se ha determinado exactamente,
pero la ingestion de 3.5 X 10° microorganismos en voluntarios ha producido
diarrea. La duracicn de la excresion del microorganismo en las heces estd en un
rango de 14 a 97 dias (10).

Y. enterocolitica es un patégeno entérico versdtil responsable de una variedad
de desdrdenes, incluyendo diarrea y colitis (64), causa sindromes gastrointestinales
con un amplio rango de manifestaciones clinicas, desde diarrea moderada
hasta adenitis  mesentérica (29,36,37). Las manifestaciones clinicas de Iln
enfermedad dependen, en algun grado, de la edad y estado fisico del hospedero, la
enterocolitis por Y. enterocolitica se caracteriza por fiebre y dolor abdominal, en
algunos casos, nduseas y vomito asi como la presencia de lencocitos y eritrocitos,
con sangre evidente en las heces (10), los sintomas intestinales pueden persistiy
hasta  por dos semanas (57). Las caracteristicas clinicas predominantes en nifios
mayores de 5 afios de edad son diarrea, fiebre y, con menos frecuencia, dolor
abdominal; la adenitis mesentéricase caracteriza por fiebre, dolor abdominal y

leucocitosis  comunmente en adolescentes (12). El sindrome pseudoapendicular

Sfrecuent te se ifuinde con apendicilis ocurriendo principalmente en

adol tes. Las licaci debidas a esta infeccion son: artritis, eritema

P

nudoso y, con menor frecuencia, septicemia que puede ocurrir en adultos, mds
comunmente en mujeres (29,10). Se han observado otyo tipo de complicacionces
después de la enfermedad como:  pancreatitis aguda, colecistitis aguda, hepatitis

aguda, y esplenomegalia (63).
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La virulencia de Y. enterocolitica es un fenémeno complejo. Un mimero
distinto de genes en los cromosomas y pldsmidos son los responsables de la
patogenicidad y fenotipos de virulencia, Los pldsmidos que codifican la virulencia

son poco estables durante la manipulacion en el laboratorio (36).

Las cepas patdgenas caracterizadas por un cromosoma invaden los
cultivos de células y al poseer un plasmido de virulencia (pYV), se facilita la

supervivencia dentro del hospedero (64). La expresion de virulencia de Y.

enterocolitica requiere de un plismido de 70 kilobases (kb) llamado pYV el cual
sintetiza y secreta una gran cantidad de proteinas, éstas son dptimas cuando la
bacteria se incuba en ausencia de calcio (69). La expresion de pldsmidos que
secretan protelnas en la superficie de membrana (Yops) es un determinante
importante de la patogenicidad en Y. enterocolitica. Tal expresion ocurre in vitro a
37%C, pero no a 25°C ni en presencia de altas concentraciones de calcio. Los
plismidos que secretan Yops se han detectado en el lumen y tejido intestinal de
ratas infectadas  experimentalmente después de una hora de inoculacion
intragdstrica. La expresion de estas proteinas se asacia con la resistencia para
mediar la opsanizacion, la fagocitosis por neutréfilos y la resistencia a la actividad

bactericida del suero.

Los anticuerpos contra estas proteinas se detectan en el suero de pacientes
convalecientes infectados con Y. enterocolitica. El hierro es un factor esencial en el
desarrollo  de estas bacterias, lo oblienen a través de siderdforos; Y.
enteracolitica no produce siderdforos pero los usa sintetizados por otras
bacterias. El hierro permite incrementar substancialmente la virulencia de Y.
enterocolitica en animales infectados experimentalmente, quizd porque ateniia la

actividad bactericida del suero (10).
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Los seroblogrupos invasivos de Y. enterocolitica producen una
enterotoxina termoestable, conocida como YST, producida por un gen cramosimico
yst. El papel de YST en las enfermedades permanece controvertido (64). De
acuerdo con la secuencia de dcidos nucleicos, la YST se sintetiza como un
polipéptido de 71 aminodcidos. Sus propiedades fisicoquimicas y antigénicas son
similares a la toxina (termoestable (STI) de Escherichia coli, ambas toxinas
activan la guanilato ciclasa e inducen la acumulacién de fluido por incremento del
GMP ciclico en células epiteliales intestinales. La enterotoxina YST de Y.
enterocolitica también incrementa los niveles de GMP ciclico intracelular en

cultivos de lineas celulares(12).

Los ratones se usan para estudiar la patogénesis de Yersinia; la inoculacion
oral con Y. enterocolitica ocasiona invasién de las placas de Peyer, los nddulos
linfiticos mesentéricos y, dependiendo de las condiciones experimentales, también
del bazo y del higado. En contraste, la infeccion de congjos jovenes por

inoculacion oral, induce una diarrea franca y una invasion sistémica.

La similitud entre YST y STI sugieren que la YST puede ser responsable
de la diarrea inducida por Y. enterocolitica (12). Un estudio reciente en animales
puestos en conlacto con una suspension de mutantes de YST, indica que la toxina

es una causa importante de la diarrea asociada a Y. enterocolitica (64).

Y. enterocolitica y las especies estrechamente relacionadas, Y. frederiksenii,

Y.intermedia y Y. kristensenii estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza.

También existen otras especies de Yersinia como Y. aldovae, Y. rohdei,

Y.bercovieri, Y. mollaretii, Y. ruckeri, Y. pseudotuberculosis y Y. pestls que se han
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estudiado (39,37,16,36). Y. enterocolitica es heterogénea, con mds de 50 serotipos y
diversos biotipos, pero sélamente unos pocos de los bioserotipos son patdgenos
para el hombre (37). Los serotipos que causan enfermedad difieren en su
distribucion geogrdfica y su patogenicidad (4), los serotipos mds comunmente
asociados a yersiniosis humana se limitan a cepas enropeas (0:1, 0:3, 0:9, 0:5,
0:27) y cepas Americanas (0:8, 0:13a,13b, 018, 0:20, 0:21, y 0:4,32) (29).

1.2.4.- Aeromonas spp.

Han existido numerosos reportes en todo el mundo acerca del aislamiento de
Aeromonas spp de casos de diarrea en humanos: Lautrop 1962, Rosner 1964,
Cooper y Brown 1968, Chatterjee y Neogy 1972, Bhat y col 1982 (6 ), Agger en
1985, Altwegg y Geiss en 1989, Mikhail y col en 1990 (6,61). Sin embargo, la

importancia de estas especies como patdg intestinales ha sido objeto de

controversia (18), algunos autores dudan que Aeromonas spp sea causa de
enfermedad entérica. No obstante, algunas Aeromonas spp tienen propiedades

similares a otros microorganismos bien reconocidos como  patdgenos entéricos

(61).

Las infecciones intestinales debidas a Aeromonas spp, se identifican
freciientemente en el sureste de Asia, India 'y Australia, pero raramente en
Estados Unidos (33 ). Un estudio de los agentes causales de diarrea aguda en nifios
(< 5 aflos) en Tasmania, establece que Aeromonas spp se disla ficilmente como
un solo patégeno con una frecuencia del 4,7% (34). En ltalia se reports que
Aeromonas puede dislarse junto con otros patgenos intestinales en las heces de
nifios con gastroenteritis (I8 ). Algunos investigadores han aislado este
microorganismo en muestras de heces de pacientes con diarrea  mds

frecuentemente que de muestras de pacientes asintomdticos (23,67), otros nio han
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encontrado diferencias significativas en la proporcidn de aislamiento entre los dos
grupos estudiados (1,18). Estos resultados divergentes pueden relacionarse con
fa localizacion geogrdfica, la época del afio en la que se realiza la recoleccién
de la muestra y los medios microbiologicos usados para su aisiamiento. La
distribucion de la edad de los individuos en quienes se identifica Aeromonas es
similar a ag ellos con enfermedad diarreica por Salmonella, revelando un gran
nimero de cosos en individups menores de 7 afos y en adultos, especialmente en los

mayores de 60 afos (1},

Su hdbitat normal son fientes de agua estancada 'y  corriente, pero
eventualmente se han observado en estuarios de agua salada, suelos himedos,
desechos alimenticios, animales de sangre fria y humanos infectados, es muy rara
la infeccion en animales de sangre caliente { 39 ), con molive de esta
predominancia acudtica, las infecciones intestinales por este microorganismo
son mds frecuentes en los meses cdlidos (32), mostrando un punto méximo
durante el verano (23,1). lLa enfermedad natural debida a estas especies de
Aeromonas se ha encontrado en anfibios, por ejemplo la enfermedad de la pata

rofa, en ranas. Los portadores sanos son tanto humanos como animales.

Con técnicas selectivas, se han visto en Inglaterra, Estados Unidos y
Australia, en una proparcion del 2 al 3 % de portadores; en Tailandia,
recientemente se vié una proporcién del 8 al 16% en nifios y 27% en adultos
(39), generalmente su frecuencia de aislamiento reportada en heces de pacientes
sanos varta entre 0.2 v 8% {34). La enfermedad por pderomonas generalmente no
requiere (ratamiento especifico generalmente (23), sélo se requiere en pacientes con
diarrea prolongada cuando este microorganismo se aisla de las heces. Se ha
determinado que las cepas aisladas e identificadas como A, hydrophila son
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sensibles al dc. nalidixico, tetracicling, trimetoprim-sulfametoxazol y sulfametoxazol (
1 }, siendo el cloramfenicol el antibidtico mds efectivo (33).

La especie A. hydrophila se ha encontrado asociada con enfermedades
humanas, aunque también pueden causar enfermedad otras especies (44). El
microorganismo  recientemente ha sido objeto de diversas  revisiones,
reconociéndosele una asociacion con diversos tipos de (nfeccion humana, que
incluyen los siguientes: gastroenteritis aguda en adultos y niflos, fluctuando de
diarrea con sangre de corta duracion a prolongada; infecciones en heridas con
agua contaminada, con un inicio rdpido de celulitis; septicemia en hospederos
inmurocomprometidos, especialmente aguéllos con leucemia y otras infecciones
menos frecuentes incluyendo: osteomielitis, peritonitis, meningitis, endocarditis y
neumonia (32). De estas infecciones clinicas la mas comin ha sido la diarrea
aguda(l).

Las caracteristicas clinicas asociadas a gastroenteritis por Aeromonas son:
diarren acuosa de corta duracion asociada con fiebre moderada, observindose en
una pequefia proporcién sangre y moco (23). Agger y col incluyen otras
caracteristicas ademds de la fiebre (38°C) como dolor abdominal, vomite y duracion
de la enfermedad alrededor de 10 dius. La enfermedad es diferente a la shigelosis v
mds semejante a las diarreas toxigénicas, no causa tenesmos 6 hematoxia {1 ). fn
Asiay Africael género deromonas causa enfermedad semejante al cilera debido

Lort

a la produccidn de enterotoxinas termoldbil y termoestable, siendo los ¢f

similares a los de la toxina del cdlera, probada en asa ileal de conejo (33).
Debido a la controversia existente con respecto a la importancia de especies de
Aeromonas como patdgenos intestinales, se debe delerminar si las propiedades

de virulencia del microorganismo se asocian con enfermedad diarreica,
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evaluando el papel de la produccion de citotoxinas y enterotoxinas por cepas de
Aeromonas en la palogénesis de la gastroenteritis aguda (32). Los mecanismos
exactos por los que estos microorganismos causan enfermedad, ain se desconocen
(62). Algunas investigaciones acerca de los posibles mecanismos de patogenicidad
han sido incompletas. Muchas cepas de Aeromonas hydrophila han mostrado
poseer facﬁmz: de virulencia, incluyendo adherencia a células bucales y
hemaglutinacion mediados por pilis (1 ), produccion de citotoxinas (32), de varias
exotoxinas, incluyendo hemolisinas y, por ultime, una enterotoxina (39). Ademds
la actividad enterotoxigénica probabiemente es causada por ura sofa toxina,
demostrada en el asa ileal de jo (67). La

Jfue propuesta como un marcador de virulencia (34). Bstos microorganismos

idad para desarrollar a 43°C

ip

muestran ser invasivos y poseer hemaglutininas que pueden correlacionarse con
diarrea. Esto no es un acuerdo general con relacion al papel de estos factores
como mecanismos de virulencia para Aeromonas (32). Se han encontrado cepas
enteroinvasivas, pero los esfuerzos para inducir diarrea en animales han fallado
(39). En algunos estudios las cepas de Aeromonas no producen enterotoxinas,

mientras que en otros la actividad se notd en un 84%de las cepas (32).

Sarawathi demuestra que las cepas aisladas de 4. hydrophila v las

enteropatogénicas de Vibrio cholerae 569.B, (ienen un comportamiento ejant
en el fleo de conejo, no se muestran cambios histoldgicos pero si una pequefia
infiltracion de mononucleares; todos los aislamientos de A. hvdrophila de
pacientes con diarrea causaron acumulacién de fluldo en el asa ileal de conejo
debido a la liberacion de substancias enterotoxigénicas por parte de la bacteria
durante su multiplicacion, siendo comparable a la causada por la toxigenicidud
de Vibrio cholerae 569.B, enque se han reportado otros resultados similares

(67). Atkinson 'y Traust  describen patrones de hemaglutinacién  que
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correlacionan con la capacidad para adherirse a enterocitos humanos y células
epiteliales bucales. Se involucra mds de un mecanisme en esta hemaglutinacion uno
de los cuales es mediado por pilis. Sin embargo, los estudios de pilis en relacidn al

origen, biotipo y virulencia de Aeromonas han sido pocos y controversiales.

Algunos estudios muestran que Aeromonas aisladas de agua  producen
citotoxinas en alta proporeion (34). Kindschuh y col. encueniran que la mayoria
de los microorganismos aislados del ambiente y de humanos también producen
citotoxinas y que estas son inmunoldgicamente distintas a {a toxina de Shiga,
afirmando que la  produccion de citotoxinas no es un factor de patogeénesis de

A. hydrophila relacionadas a gastroenteritis.

La mayoria de las cepas examinadas de A. hydrophila y A. sebria
producen enterotoxinas independientemente de la fiiente de aislamiento. Ademds no
se encuentran diferencias significativas en la prevalencia de enterotoxinas,
citotoxinas o hemolisinas, ni se observan en sus cepas, una correlacion enire
hemolisinas y enteroloxinas de acuerdo a otros reportes (18). Recientemente se
demostré que las caracteristicas enterotoxicas, citotdxicas y hemoliticas de
Ahvdrophila las determinan diferentes genes localizados en 3 diferentes segmenios
cromosomales. Esta oéservacidn puede explicar la existencia de las diversas

propiedades de virulencia entre las cepas en diferentes partes del mundo. La

importancia de otros factores de virulencia permanece sin determinar (32).

En el Manual de Bergey de Bucteriologia Sistemdtica se clasifica en la

seccidn 5 a estos microorganismos, como el género Ill de la familia Il Vibrionaceae

y reconoce 4 especies de Aeromonas: A. hydrophila, A. cavige, A. sobria ¥

A.salmonicida, de ésta tiltima reconoce 3 subespecies: salmonicida, achromogenes
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v masoucida  (9,35). Recientemente surgieron nuevas especies acudticas conto
A.media,_no movil, semejante a A. salmonicida y que se encuentra en muestras
humanas (39).

Popaff, al igual que Schubert, sugieren que las especies de Aeromonas
mesofilicas y moviles pueden dividirse en ires especies: A. hydrophila, A. sobria

A.cavige (sélo considerando las que causan gastroenteritis en humanos) (18,34).

A pesar de los estudios sobre A. hydrophila, no se busca comunmente en

cultivos de heces de rutina y la enteritis causada por este microorganismo ha tenido
pocas evaluaciones clinicas (1 ). Miembros del género Aeromonas presentan una

1 £

morfologia semejante a otras Enterobacterias, p un flagelo polar

monotrico que en cultivos viejos suele ser mas corto. El contenido G-C del DNA es

57 a 67 mol % (39).

£n la fase aguda de la enfermedad este microorganismo estd presente en
gran nimero (75). El primo-cultivo de Aeromonas, se efectia en medios de
laboratorio usuales. Sin embargo, no todas las cepas desarrollan bien en medios

de cultivo diferenciales o selectivos (30,33),

Un estudio reciente ha comparade 9 medios solidos y 2 liquidos para aislar
adecuadamente Aeromonas de heces humanas (24 ), El método con sensibilidad y
especificidad es el agua peptonada alcalina, Otros medios recomendados son agar
sulfito dextrina ﬂcsina (DFS), agar xilosa desoxicolato de sadio citrato (XDCA),
agar ampicilina pril xtlosa (PXA), agar sangre con 43g de p-nitrofenol glicerina /1,

agar Mac Conkey con trialosay un caldo de enriquecimiento con sales biliares v
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novobiocina. En agar sangre muchas cepas de Aeromonas muestran una gran
zona de F-hemdlisis. )

El rango de temperatura para desarrollar es entre 0°C y 41°C. Su rangoe de pti
es de 5.5 a 9.0. Son heterotrdficas, producen oxidasa y catalasa (desarrolladas en
medios no  selectivos)  (39), xilosa negativa, fermentan glucosa 'y otros
carbohidratos con produccion de deido ylo gas (43), reducen los nitratos a nitritos.
Incapacidad para desarrollar a una concentracidn del 6.5% de cloruro de sodio.
Produce muchas excenzima como amilasa, DNasa, lipasa, fosfatasa, proteinasas, efc
(39,2). La produccion de oxidasa no es exclusiva de este género, por tal razin

pueden confundirse con varios microorganisnios, entre ellos Pseudomonas

spp (43).

Las pruebas usadas para la diferenciacion entre 4. kydrophila y A. sobrig son
la hidrolisis de esculina y salicina y la fermentacion de arabinosa, siendo mds ttiles
como pruebas discriminatorias. Otras reacciones propuestas son la capacidad
para desarrollar en presencia de KCN y el uso de histidina y arginina como
Sfuentes de carbono ( 34 ). En los estudios de aglutinacién se ha observado una
reactividad cruzada, de Plesiomonas shigelloides con A. hydrophilay A. sobrig (39).

L.2.5.- Campylobacter jejuni

El género Campylobacter consiste en un grupo bien definido de bacterias, son
bacilos curvados en espiral, de 0.2 a 0.5 micras de ancho por 0.5 a § micras de
largo. Presentan formas curvadas en c, con un solo flagelo polar en cada extremo,
con didmetro de 0.27 mm y longitud de 1.31 micras, correspondiendo a células

jovenes de reciente division, formas bi, tri y tetracurvadas con un flagelo polar
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en cada extremo, su longitud promedio es de 1.82 micras y su didmetro de 0.20
micras, correspondiendo a células maduras. Estos microorganismos pueden tener
Jorma de coma, de S 6 de ala de gaviota y tituyen cady cortas u

ocasionalmente largas. Las células pueden volverse esféricas o cocoides, en

) Sk, ) 1) Aicand

especial en cultivos envej Las son espor un
solo  flagelo polar en los extremos y en ocasiones hay cepas inmdviles. Son
microaerdfilos y tienen un tipo de metabolismo en el que no fermentan ni oxidan los

hidratos de carbono (35).

La taxonomia del género Campylobacter corresponde al sistema aprobado
oficialmente por la comision Internacional de Bacteriologia Sistemdtica.  Las
especies son: Campylobacter fetus, C. fetus subesp. fetus, C. fetus subesp.

venerealis, Cjejuni, C. coli, C. sputorum, C. sputorum subesp. sputorum, C.
sputorum subesp. buhulus, C. sputorum subesp. mucosalis, C. concisus. Existen otras

especies de Campylobacter que se han reportado en la literatura como: C. fecalis
(35), C.laridis, C. Initrofigilis, C. hyointestinalis, C. cineads, C. fennelliae y otros
grupos de Campylobacter o semejantes al género,

Las especies de Campylobacter se ubican generalmente en dos grupos ampiios:
Catalasa positivos y Catalasa negativos. Las cepas mds a menudo asociadas con
enfermedades humanas son catalasa positivas las que a su vez se pueden separar
en dos grupos, segiun €l intervalo de temperatura en la cual desarrrollan. Los
termdfilos tienen una temperatura dptima de desarroflo a 42°C y no desarrollan a
25°C. Los termdfilos asociados con enfermedades humanas son C. fejuni, C. coli y

C. laridis. La resistencia al dcido nalidixico distingue generalmente a C. laridis de

C. jejuni y C.coli. La clave para diferenciar C. jejuni de C. coli es la prueba de
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hidrdlisis de hipurato, el primero puede hidrolizarlo a glicina y dcido benzoico; en
cambio el segundo y otros campylobdcteres no  hidrolizan hipurato (39).

Las cepas catalasa positivas de Campylobacter que desarrollon a 25 'Cy no a
42°C son C. fews y C. hyointestinalis. Unas pocas cepas termotolerantes de éstas
desarrollan a 42°C, sin embargo el desarroilo a 25°C es la clave diferencial para
distinguir las cepas termotolerantes de las wemsdfilas. C. fetus subesp. fetus puede
producir enfermedad en ¢ ser humano y se distingue de la subesp. venerealis por
la prueba de la glicina al 1 % y de C, hyointestinalis por {a prueba de H3S en triple
azicar hierro. C. cineadi y C. fennelliae son los catalasa positivos asociados

con enfermedades humanas, las especies desarrollan a 37°C y no a 25 6 42°C (39).

La campylobacteriosis se considera una zoonosis, los primeros hallazgos que
relacionaban a Campylobacter spp con episodios de diarrea, provienen de la
década de los 50; pero sdlo a fines de los aftos 70 con la publicacion del trabajo de
Skirrow, se comenzé a reconocer y caracterizar a Campylobacter jejuni como
patdgeno intesiinal para el ser humano (17). El interés médico surgid, luego del
desarrollo de  métodos  diagndsticos que permilieron su  aislamiento e
identificacion a partir de heces, incriminandosele con la etiologia de un 10 a 15 % de
los casos de diarrea aguda (27). Las técnicas apropiadas de cultivo, permitieron
investigar a este microorganismo €n diversas condiciones clinicas 'y ubicdndoto
como uno de los principales agentes de diarrea infecciosa aguda en paises

desarrollados y en desarrollo.
La fuente mds comun de infecciones humanas son los aislamientos de origen

animal, especialmente a partir de la leche no pestewrizadn (39). Numerosas

especies animales albergan al agente, probablemente las mds estudiadas son las
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aves; sin embargo, los perros y los gatos también han sido vectores en brotes
intrafamiliares, Los pollos son igualmente una fuente de infeccion para el ser
humano. Los microorganismos se aislaron en un 33% en el agua de bebida de un
criadero de aves y en un 25 Y%en las cdscaras 'y membranas de los huevos, en un
estudio realizado en Santiago de Chile en 1985 (27). Otra fiente probable la
constituyen los cerdos. Diversos alimentos también se asocian con brotes de
campylobacterosis (17). Se estima en los E.E.U.U. que anualmente se producen
alrededor de 2 millones de casos de infecciones por campylobacterias. Esta cifra
es equivalente al niimero estimado de casos de shigelosis. Los portadores sanos

son infrecuentes en los E.E.U.U, pero no lo son en los paises en desarrollo.

La enfermedad producida por C. jejuni y C. coli es semejante por lo que puede

confundirse. Estudios realizados en Canadd e Inglalerra indican que C. coli es

responsable del 3 al 5% de casos humanos, C. coli se encuenira muy a menudo en
cerdos sanos. (39). En un estudio realizado en México en el periodo de diciembre a
Junio de 1981, se mostré una frecuencia de aislamiento de Campylobacter spp del
9.8% en un grupo de niflos hospitalizados. Su mayor frecuencia de aislamiento
ocurrio en los meses calurosos del aflo. Se identificd Campylobacter spp
simultdnemente con otros agentes polencialmente  enteropatogenos, como

Rotavirus, Shigella y Salmonella. El porcentaje de portadores asintomadticos fué de

4.2% semejante al comunicado por otros autores (47). Un estudio comprendido
entre abril de 1984 y mayo de 1985 mostré un aislamiento del 14.7 % de C. jejuni

con otros microorganismos.
En los niflos con diarrea predoming notablemente en los menores de un afio

de edad, en un 78% La mayor frecuencia de aislamiento  asociada con C.

jefuni se observo en los meses de Julio a Octubre, que en el Valle de México
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corresponde a la estacion lluviosa del afie asi como también en el mes de Enero. La
alta frecuencia de aislamiento de C. jejuni en coprocultivas de nifios sanos
(9.9%6) indicé una prevalencia elevada de portadores asintomdticos en la
poblacidn, hecho observado en otras paises en desarrollo como Africa y
Bangladesh, Io cual permite la existencia de un importante reservorio humano
para C. jefuni ademds de los ya cenocidos reservorios naturales, siendo las aves
Y mamiferos  domésticos un factor preponderante en la prevalencia de lu

enfermedad en nuestra poblacién (79).

Las manifestaciones de la diarrea aguda asocioda a C. jejuni son
autolimitadas, duran de 3 a 5 dlas. En el ser humano la enfermedad  aparece
como diarrea caractevizada por deposiciones liguidas frecuentes; a menudo se
acompafia de sangre (39,17). La fiebre, nduseas y vdmitos som comunes y
probablemente el signo mds constante es el dolor abdominal severo. Se ha
registrado una serie de localizaciones extraintestinales, asf como la presencia de
C.jefuni en enfermedades inflamatorias del intestino y en el sindrome de la diarreq

del vigjero,

La respuesta sevoldgica frente a la infeccidn aguda por C. jejuni incluye
anticuerpos de las clases IgM, 1gG e IgA, en la mucosa intestinal es posible detectar

anticuerpos secretores IgA que parecen ser de corta duracion, estimdndose que su

presencia indica infeccidn actual o reciente.  La deteccion de anticuerpos
especificos de tipo {gG o IgM para C. jejuni en individuos que habitan en paises en
desarrollo, no parece ser un buen instr to de diagndstico o 2/

epidemiolégico. A pesar de ésto, podria ser dtil para los pactentes porque proveen

algin grado de proteccion. Se ha postulado que la menor gravedad de la diarrea en

individuos que habitan paises en desarrolla pedria relacionarse con la presencia
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de estos anticuerpos. Estudios en voluntarios han demostrado que los anticuerpos
homélogos coinciden con altos niveles de proteccion para los que los poseen, pues
ellos no desarrollan sintomas clinicos ante nuevos contactos con el agente. Sin
embargo un  mimero  importante de sujetos asintomdticos excretaban al
micreorganismo, demostrando colonizacidn intestinal. El empleo de antibidticos en
el tratamiento de la colitis por Campylobacter no acorta la fase aguda de la
enfermedad ni modifica los sintomas clinicos, en algunos casos se reduce o
suprime el periodo de excrecidn fecal del agente, fendmeno frecuente entre

los pacientes con campylobacteriosis (17).

Las caracteristicas clinicas de la enfermedad no permiten hacer un
diagndstico etiologico ya que son indiferenciables de las encontradas en otrus
infecciones entéricas, se puede apreciar  que la enteritis asociada con
Campylobacter jejuni tiende a adoptar dos variantes clinicas: Un sindrome
diarreico secretor con heces liguidas, abundantes y vimito acompafiado de

deshidratacion 'y un sindrome disenteriforme con heces mucosanguinolentas y

pr it de abundantes I itos polimorfonucleares en el examen del moco

Jecal; posiblemente con base en la existencia de dos 1 de patogenicidad

diferentes en Campylobacter jejuni, uno productor de enterotoxinas y olro con

capacidad invasora (79).

La capacidad patégena de Campylobacter jejuni como agente de diarrea

aguda, se r a con su capacidad de invadir la  mucosa del colon, donde

aparentemente por accion de una citotoxina, altera tanto morfolégica como

Sfuncionalmente el epitelio. Se ha identificado ademds actividad enterotoxica

derivada de la pre ia de una su i cjante a la toxina del colera y a la

toxina termoldbil de E. coli. Como éstas, reconace los receptores glucosidicos del
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G fn- 3,5 sfosfato (GMP) ciclico en la mucosa del intestino deigado y
provoca aumento en la concentracion celnlar del Adenosin - 3,5 - monafosfato
(AMP) ciclico, lo que determina que dichas células entren en fase secretora,
tipica de Ia diarrea ocasionada por este agente (17).

La presencia de sangre y leucocitos en las heces de personas infectadas,
indica que Campylobacter jejuni puede ser invasor; sin embargo, produce ung
forma secretora de diarrea, especialmente en nifios, lo cual sugiere la intervencion
de una enterotoxing. Diversos investigadores han descrito sustancias semejantes
a enterotoxinas, producidas por este agente, enire ellos, Ruiz Palacios, una
enterotoxina tipo colérico y Klipstein y Engert. una enterotoxina termoldbil. Sin
embargo, Olsvick no detecta genes para la produccion de toxina colérica i de
enterotoxina termoldbil. Observaciones clinicas sugieren que la patogénesis de

C.eoliy C. laridis es semejante a la de C. jejuni (39).

Las heces 0 las muestras tomadas con hisopos rectales deben recogerse
de pacientes con diarrea, se deben inocular en medios selectivos, preferiblemente
dentro de las 2 hrs siguientes a su ablencidn. Si ello no es posible, los hisopos
rectales con heces deben colacarse en medios de transports, como el Cary-Blair
y deben mantenerse en refrigeracion. Los especimenes pueden conservarse

durante una o dos semanas a 4°C.

El examen de las heces por microscopia directa, es util para una rapida
identificacin présumiva en caso de diarrea aguda. La técnica mds efectiva es
utilizar el microscopio de contraste de fase o de campo obscuro y observar
bacilos espirilados con movilidad de flecha, también es iitil la observacion de
bacilos curvos tefiidos con fucsina bdsica al 1% (39).

39



Son importantes los siguientes factores en el aislamiento de la especie
termdfila de Campylobacter: [). El uso de medios selectivos; 2). La incubacion
de las placas en atmdsfera microaerofflicay 3). La incubacion de placas de
aislamiento primario a 42°C. Los medios selectivos de Skirrow, Butzler y Campy-
BAP, son ampliamente utilizados. El aislamiento de C. jejuni de heces humanas
en estos medios muestra un niimero comparable de positives con cada ino, cuando
las placas se incuban 24, 48y 72 h. Se han desarrollado numeresos caldos selectivos
de enriquecimiento para mejorar la recuperacion de C. jejuni a partir de muestras
clinicas(39).

Kaplan obtuvo un aumento del 10% en la tasa de aislamiento de C. jejuni de
muestras fecales, con enriguecimiento en frio durante 16 a 18h en Blaser Campy
Thio. La utilidad de un caldo de enriquecimiento puede variar de acuerdo al tipo

de muestras que se procesa.

Las placas inoculadas se incuban a 42 - 43°C en la atmdsfera necesaria para
el desarrollo adecuado de las especies de Campylobacter produciéndose de acuerdo
a las condiciones del laboratorio. Para obtener un mdximo aislamiento, las placas
deben examinarse a las 24, 48 y 72h. Las colonias de Campylobacter termdfilas
son no hemoliticas, grises o incoloras. pueden ser planas y acuosas, con bordes
irregulares, o redondas y convexas con bordes enteros. Las colonias pueden ser
del tamario de cabezas de alfiler o diseminadas en grandes dreas de la placa Las
colonias sospechosas deben seleccionarse con tres pruebas  presuntivas: I).
movilidad y morfologia por observacion en campo obscuro o contraste de fases,
2). oxidasa 3), tincion con ficsina bdsica, Las especies de Campylobacter poseen
movilidad de tipo de flecha o en espiral, son oxidasa positivay aparecen en forma
de alas de gaviota, como bacilos espirilados 6 forma de sacacorcho. Las colonias

presuntivas se confirman por pruebas de identificacién bioquimica. El indculo
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usado en dichas pruebes es de un desarrollo de 24 a 48h en agar sangre, suspendido
en caldo infusion cerebro corazén (BHI). En ocasiones las cepas pueden
requerir 3 dias de incubacién para obtener suficiente desarrollo. Las pruebas
confirmatorias son: produccién de sulfuro de hidrogéno, reduccion de nitrato e
hidrdlisis del hipurato (39).

Produccion de sulfuro de hidrogéno.- Esta se detecta en agar triple aziicar
hierro y un tira de papel de Pb suspendida sobre un tubo de caldo brucela que
contiene 0.02% de L-Cisteina. El agar se puede inocular directamente con un asa
estriando la superficie y atravesando el agar hasta el fondo, con el desarrollo de 24

a 48h en agar sangre.

La prueba de reduccion de nitrato se determina en un caldo especial,
preparado con 25 g de BHI, 2g de nitrato de potasio y 1,000 ml de H70 dest. A un
cultivo de 3 dias en 4 mide caldo nitrato, afladir 0.25 ml de los reactivos: 1 (8g de
de. sulfanilico en 1000 ml de dc. acético 5N) y 11 (6 ml de dimetil-alfa naftilamina en
1000 mi de dc. acético 5N). La aparicién de color rojo indica una reaccién positiva y
la produccidn de nitrate reductasa por el microorganismo. Si no aparece el color

rajo, aitadir Zn en polvo pera determinar si los nitratos estdn presentes.

La prueba del hipurato.- Una asa llena de con un cultivo de 18h en BHI con
5% de sangre de conejo desfribrinada, se emulsiona en 0.4 mi de solucion acuosa de
hipurato de sodio al 1% y la suspension se incuba en un bafio de agua a 37°C
durante 2h. tras la incubacidn, afiadir lentamente 0.2 ml de solucion de ninhidrina
al 3.5% (mezcla de 1:1 de acetona y butanol), por las paredes del tubo hasta formar
una capa superior. Incubar 10 min en un baiio de agua a 37 °C y examinar la
suspension para ver sihay color. Un plirpura intenso se considera reaccidn positiva,

las reacciones débiles se consideran negativas (39).

41



IL- PARTE EXPERIMENTAL

1.- MATERIAL

1.1.-De laboratorio.
- algoddn
- asas calibradas

- cajas desechables para recoleccidn de heces

- cajas petri

- cinta testigo

- cubreobjetos

- desecador

- espdtula

- frascos goleros

- gradillas de metal para tubos de ensayo
- gradillas para cajas petri

- hisopos estériles

- jarras gas-pack (BBL, Microbiology Systems Cockeysville)
- mataces Erlenmeyer

- mechero Fisher

- pipetas graduadas

- portaobjetos

- probetas graduadas

- tubos de vidrio de 12x 75

- tubos de vidrio de 13 x 100

- vasos de precipitados

- viales con tapon de hule y tapon de rosca
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1.2.- Eguipo
- agitador magnético
- autoclave
- balanza analitica
- balanza granataria
- congelador a -30°C
- incubadora a 37°C
- incubadora a 42°C
" - microscopids Gpticos y con aditamentos de lentes para contraste de fase
- olla expres con valvula de presion
- refrigeradores a 4°C
- tanques de gases (dioxido de carbono y nitrdgeno}
- tanque de nitdgeno lquido a - 70°C

1.3.- Medios de cultivo
- agar citrato de Simmons (C)
- agar entérico hektoen (HE)
- agar fenilalanina (Fe)
- agar Kligler (KIA)
- agar mac conkey (Mc}
- agar Salmonella shigella (5S)
- agar skirrow modificado
- agar tergitol-7 (T-7)
- agar tripticasa soya (TSA)
- agar xilosa-desoxicolato de sodjo-citrato (XDCA)
- agar xilosa lisina desoxicolato (XLD)

- agar yersinia
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- caldo base Moeller descarboxilasa
- caldo base rojo de fenol
- caldo infusion cerebro carazén (BHI)
- caldo lisina descarboxilasa (LIA)
- caldo malonato (Ma)
- caldo rojo de metilo-voges proskauer (MR-VP)
- caldo selenito-F
" - caldo tioglicolato de sodio
- caldo urea (U)
- caldo yersinia
- gelosa sangre, adicionado con 10 pg/mi de ampicilina (GSamp)
- medio DNA asa
- medio gelosa especial
- medio OF
- movilidad -indol-omitina (MIO)

1.4.-Reactivos
- dcido clorhidrico IN
- ampicilina
- anfotericina
- arabinosa
- cldforan
- cloruro de sodio (NaCl)
- colorante azul de metileno
- dimetil-p-fenilendiamina
- fucsina bdsica al 1%
- glicerol

- glucosa



-inositol

- manitol

- peroxido de hidrégeno

- polimixina

- solucidn salina isotonica (SSI)
- trimetroprim

- vancomicing
1.5.- Bigldgico

- Muestras de materia fecal provenientes de nifios y adultos que asistieron a la
consulta externa de la Unidad Médico Familiar No. 19 del IMSS.
2.- METODOLOGIA
2.1.- Muestras Bloldgicas

Se analizaron 190 muestras de individuos (nifios y adultos), con diagndstico de

diarrea aguda, con liempo de evolucién menor o igual a 15 dias y sin ningiin otro

padecimento de fondo. No se excluyeron los casos que habian recibido

antimicrobianos durante ese lapso. Simultanedmente se lizaron 50 muestras de
materia fecal de nifios y adultos con diagndstico diferente de diarrea y paridad en
edad, tomdndose como grupo control o testigo. Los pacientes y controles se
seleccionaron en forma aleatoria, tomando dos casos de pacientes diariamente y un
control por cada cuatro casos. Todos los individuos acudieron a los servicios de

consulta externa en la Unidad Médico Familiar mimero 19 del IMSS, ubicada al sur
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de la Ciudad de México (Delegacién Coyoacdn), durante los meses de Mayo a Julio y

Septiembre a Diciembre.

A todos los casos se les tomd una muestra de heces recién emitidas que se

solicito el dia de la consulta, durante el tiempo en gue el paciente permanecia en la

) r iyt

clinica; la muestra se procesé inmediatamente, una peq
para el examen microscdpico y en 4 hisopos para su procesamiento en forma inicial,
efectuado en el laboratorio de la clinica, el mismo dia se traslads al laboratorio de
Bacteriologia de la Unidad de Investigacion Clinica en Enfermedades Infecciosas y

Parasiterias del IMSS para su procesamiento final.
2.2.- Examen Macroscdpico y Microscépico

Se analizaron las caracteristicas de las heces como son: liquida, pastesa, con
moco, con sangre y se anotaron en las hojas de control, disefiadas para el estudio de

laboratorio (hoja 1).

Se realizo la bi da de I jtos fecales a todas las muestras por

a4 J

microscopia dptica de luz, utilizando la técnica del moco fecal con S51y la utilizaciin
del colorante azrul de metileno para la cuenta diferencial de leucocitos

polimorfonucleares (PMN), la observacion se hizo con el objetivo de mayor aumento.
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2.3.- Coprocultivo .
Los procedimientos de laboratorio para la identificacion de los
microorganismos se llevaron a cabo de acuerdo con lo recomendado por la OMS

(75). Se realizé coprocultivo para el aislamiento de las siguientes bacterias:

- Salmonella y Shigella (esquema l)

Aislamiento.- Con hisopos estériles se descargaron las muestras en un extremo
de los siguientes medios de cultivo: Agar Mac Conkey (Mc), Agar tergitol-7 (T-/),
Agar Salmonellay Shigella (SS), Agar entérico Hektoen (HE). Las placas se estriaron
con el asa y se incubaron a 37°C durante 24 horas, para abiener colonias aisladas,

se seleccionaron las colonias lactosa negativas.

35

Elll {
muestras en tubos con 2 ml. de caldo selenito-F, incubdndose a 37°C durante 18

quecimiento.- Si mente a la siembra directa, se inocularon las
horas, posteriormente se subcultivaron en los medios: Agar HE y Agar Xilosa Lisina
Desoxicolato (XLD), se incubaron a 37°C durante 24 horas. La seleccidn de colonias
se realizé de acuerdo a la incapacidad que tienen estos microorganismos para

Jermentar la lactosa.

Identificacion bioguimica.- Todas las colonias sospechosas se inocularon en
los siguientes medios diferenciales: Agar hierro Kligler (KIA), Agar Citrato de
Simmons (C), Agar fenilalanina (Fe), medio para determinar movilidad-indol-omitina
(MIO), Rojo de Metilo-Voges Proskauer (MR-VP), Caldo Lisina Descarboxilasa
(LLA), Caldo Urea (1) y Caldo Malonato (Ma), se incubaron a 37°C durante 24
horas. Se realizé la lectura de las pruebas de acuerdo a manuales existentes. Se
compararon los resultados con las tablas de identificacion de enterobacterias, en

donde se presenta el comportamiento bioquimico que siguen estas especies.
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Identificacion  seroldgica- Por medio de la identificacion bioguimica se
. determind la presencia de Salmonella y Shigella, para su confirmacidn se realizaron
las pruebas de aglutinacion con sueros especificos y sueros antiespecie, de acuerdo

al método descrito por Edwards v Ewing.

Conservacion de cepas.- Las cepas de Salmonella y Shigella identificadas se

resembraron en un medio rvico sin inhibidores, como es el Agar Tripticasa Sova

(TSA); para la obtencién de un crecimiento masive y puro. El almacenamiento de las

cepas se hizo con el empleo de dos métodos para probar cudl era el mejor. Ambos
métodos se describen a continuacion:

a).- Conservacion en gelosa especial.- De un cultivo puro en TSA se tomd una
asada y se inocularon dos viales de 3 ml con tapdn de hule por cada cepa. Se
incubaron a 37°C durante 24 horas, se engargolaron y conservaron en la obscuridad
a temperatura ambiente.

b).- Conservacidn en el medio de caldo infusidn cerebro corazén (BHI) con
glicerol al 15%. Con una asada del cultivo puro se inocularon dos viales con tapon
de rosca conteniendo 2 ml del medio, se guardaron posteriormente, uno a -30°C y el
otro a-70°C.

Se conservaron las cepas con el fin de utilizarlas en ofros trabajos de

investigacion referentes a factores de patogenicidad.

- Aeromonas hydrophila (esquema I}

Aislamiento.- La muestra se sembré en los medios: Gelosa-sangre, adiclonado
con 10 ug/ml de ampicilina (GSamp) y Agar Xilosa-Desoxicolato de sodio-Citrato
(XDCA). Ambos se incubaron a 37°C durante 24 horas. La seleccién de las colonias

. sospechosas fue mediante los siguientes criterios, a partir del medio GSamp, las f—
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hemollticas y no hemoliticas, y de las placas de XDCA, las colonias no fermentadoras

de xilosa,

Identificacion bioquimica.- Las colonias sospechosas con actividad citocromo
oxidasa positiva, se inocularon en los siguientes medio;s Idiferenciales: Medio KIA,
Agar Citrato de Simmons, Agar Fe, medio MIO, Caldo LIA, Caldo Ma, Caldo U,
Caldo MR-VP, agregando a éstos los siguientes medios: Para reduccion de nitratos,
para determinar su crecimiento en diferentes concentraciones de sales, en caldo BHI
con NaCl al 3.0, 6.5 y 7.5%, caldos para determinar la utilizacion de diferentes
hidratos de carbono: Caldo base rojo de fenol adicionado con inositol (1%), glucosa
(128}, arabinosa (129) y manitol (1%), calde base Moeller descarboxilasa (arginina),
medio OF con glucosa al 124 Los resultados se compararon con el comportamiento

biequimico que presenta Aeromonas, reportado en las tablas de identificacidn. Se

determino la actividad DNA asa, haciendo las resiembras en este medio para obtener
el resultado con el HC! IN.

Conservacion de cepas.- De un cuitivo puro se tomd una asada y se inocularon
dos viales de 2 ml con el medio gelosa especial, se incubaron a 37°C durante 24
horas y se guardaron en la obscuridad a temperatura ambiente, para utilizarlas

posteriornente en otros trabajos de investigacion.

- Campylobacter Jejuni (esquema Il )
Aislamiento.- Se sembrd la muestra en forma directa en el medio selectivo

Skirrow modl‘ﬁcddn, se colocaron las placas en jarras Gas-Pack. Se les extrajo 95%
de aire sustituyéndose con la misma cantidad de una mezcla de CO5 (10%) y N2
(85%4), para proporcionar las condiciones de microaerafilia. Posteriormente se

incubaron a 42-43°C durante 48 horas y se examinaron las placas, las colonias
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sospechosas presentaron las siguientes formas: Colonias redondas, brillantes,
convexas, bordes enteros, color gris claro y colonias extendidas, bordes irregulares

de tipo acuoso.

Enriguecimiento.- Simultdneamente a la siembra directa, la muestra se inoculo
también en el medio caldo tioglicolato de sodio, se conservé a 4°C durante 48 horas
para favorecer su crecimiento. Se subcultive en el medio Skirrow modificado, se
incubo a 42-43°C en una atmdsfera microaerofilica (5% de O, 10% de CO; y 85% de
Ng) durante 48 horas.

Identificacidn presuntiva.- Se realizé la observacidn microscdpica de las
colonias sospechosas de dos formas diferentes: Una preparacién en fresco para
observar el movimiento caracteristico, utilizando el microscopio en contraste de
Jases y la otra fijando y tifiendo con solucién acuosa de fucsina bdsica al 1%, para
observar la morfologia caracteristica por medio de microscopia dptica con el
objetivo de 100X. A las colonias que presentaron monfologia caracteristica de
Campylobacter, se les hizo la prueba de la oxidasa y catalasa.

Identificacion final.- Las colonias con pruebas de oxidasa y catalasa positiva
se resembraron para observar crecimiento a temperaturas de 42°C, 37°C y 25°C en
una aimdsfera microaerofilica, se realizaron las pruebas de resistencia a la
cefaloting, sensibilidad al dcido nalidixico y capacidad de hidrdlisis de hipurato para
diferenciar entre Campylobacter fejuni y Campylobacter coli.
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Conservacidn de cepas.- Se realizé empleando los métodos previamente

descritos para las especies de Salmonella y Shigella, con el mismo fin.

- Yersinia enterocolitica (esquema II)

Aislamiento.- Las muestras se sembraron en forma directa en el medio
selectivo, Agar Yersinia. Las placas se incubaron a 25°C durante 48 horas, se
examinaron a las 24 y 48 horas, para determinar como sospechosas todas aquellas
colonias, lactosa negativa y de forma redonda, con bordes irregulares de apariencia

puntiforme.

Enriquecimiento.- Se inocularon tubos conteniendo 2 ml de Caldo Yersinia, se
sometieron a enriguecimiento manteniéndose a 4°C durante 15 dias, se subcultivaron

en el medio agar Yersinia y agar S§ a 25°C durante 24-48 horas.

Identificacidn bioquimica.- Todas las colonias sospechosas se inocularon en
los medios diferenciales: Medio KI4, Agar Citrato de Simmons, Agar fenilalanina,
Caldo Lisina Descarboxilasa, Caldo malonato; por duplicado los medios: caldo MR-
VP, caldo Urea (U) y medio MIO. Se incubaron a 37°C durante 24 horas, dejando en
incubacidn el caldo U, por 24 horas mds, debido a su lenta utilizacion. Los medio que
se inocularon por duplicado, se incubaron uno de los tubos de cada uno a
temperatura ambiente durante 24 horas. Los resultados se compararon con las tablas

para identificacidn de enterobacterias.
Conservacidn de cepas.- De un cultivo puro se tomd una asada y se inocularon

viales conteniendo 2 ml del medio gelosa especial, se incubaron a 37°C durante 24

horas, se engargolaron y se conservaron bajo la obscuridad a temperatura ambiente

51



para su futura utilizacién en trabajos de investigacion relacionados a factores de

patogenecidad.
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MUESTRA BIOLOGICA
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MUESTRA BIOLOGICA
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III.- RESULTADOS

El estudio comprendid el andlisis de 190 muestras de individuos con diarrea
con < de 15 dlas de evolucidn y 50 de sujetos controles o testigos, todos ellos

bulatorios de lta externa. De los 190 pacientes estudiados, 23

¥4

presentaron diarrea con sangre y 167 diarrea sin sangre. La distribucion por edad de
los sujetos control y de los pacientes estudiados presentando diarrea con sangre y

diarrea sin sangre puede verse en la tabla 1.

En el proyecto general se incluyd. la identificacion de bacterias, virus y
pardsitos provenientes de muestras de pacientes con diarrea obtenidas de dos
clinicas diferentes. En el presente estudio sblo se reportan los resultados obtenidos
en una de las clinicas en estudio (Clinica No. 19 del IMSS). Los patégenos
bacterianos  fueron predominantes, con una identificacion porcentual que

correspondic al 18.4%.

El total de microorganismos identificados en los pacientes fiie 33;
identificandose 12 (52%) en el grupo de diarrea con sangrey 41 (25%) en el grupo de
diarrea sin sangre. En los controles se identificaron 5 (10%6) microorganismos
potencialmente patdgenos. El porcentaje de cada uno de los microorganismos

identificados se presenta en la tabla Il.

Como parte del trabajo en conjunto se investigaron para Rotavirus los 190
pacientes y los 50 testigos utilizando la técnica de Rotazyme II. Los casos positivos
Sfueron 14 (7%) en las pacientes y 1 (2%) en los controles; asi come la deteccion de

trofozoitos de Giardia lamblia en 3 de los pacientes, representando el 2%y en uno de

los controles, representando igualmente el 2% Se identificaron coquistes de

56



Cryptosporidium spp en un paciente, (1%3), en los controles no se identificaron. En el
caso de Entamoeba histolytica no se identificé en ningtin caso, ni en pacientes ni en

controles.

Los microorganismos no identificados correspondieron al 74% en los pacientes
y al 92% en el grupo control, Se identifico mds de un microorganismo en el 1% de los
pacientes y en el 2% en los controles (infecciones mixtas), por lo cual las sumas de

los porcentajes son mayores de 100% (Tabla Ii).

Las especies identificadas de los diferentes patogeros durante los dos periodos
en estudio que comprendieron los meses de Mayo a Julio y de Septiembre a
Diciembre se aislaron de pacientes con diarreq sin sangre y con sangre, el mayor

porcentaje de aislamiento se observo en los pacientes que presentaron diarrea con

sangre, principalmente en 8. flexneri, en ambos periodos. Los resuitados obtenidos de
las diferentes especies idenlificadas durante ambos periodos pueden observarse en la
tabla 111,

La distribucidn de las bacterias identificadas con respecto a los diferentes
grupos de edad se muestra en la tabla IV. En la mayor parte de los grupos etarios se
observé que la frecuencia més alta de identificacion en pacientes correspondio a
Shigella con excepcidn de los mayores de 44 afios en quienes se obtuvo una

Jfrecuencia de aislamiento de Shigella igual a la de Yersinia enterocolitica que

correspondio al 5% Con respecto a las especies de Shigella, la mayor frecuencia de
aislamiento se observé en los grupos etarios correspondientes a 2-4 afios para S.
dysenteriae, S.bovdii y S. sonnei y 5-14 aflos para §. flexneri.
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Respecto af estudio del moco fecal, en la mayor parte de las bacterias la
cantidad de lencocitos polimorfonucleares (PMN) por campo fie de (-5, en el caso de
las especies de Shigella se observd una mayor cantidad, encontrando un 50% de
casos con > de 15 PMN por campo, los porcentajes oblenidos para cada bacteria se
aprecian en la tabla V. De los signos y sinlomas que presentaron los pacientes a
guienes se les identificd alguna bacteria, el més caracteristica fue el cofico y los
menos caracteristicos fueron el tendsmo y el eritema ghiteo, los resultados para cada

microorganismo se muestran en la tabla V1,
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Clinica 18 Coyoacin IMSS
DIARREA INFECCIOSA AGUDA

Tabla| CARACTERISTICAS DELA MUESTRA ESTUDIADA
GRUPO DIARREA DIARREA
ETARIO| CONTROLES CON SANGRE SIN SANGRE
(ANOS) N=50 N=23 N=167

N % N % N %

<2 9 18 3 13 37 2
2-4 3 6 5 2 14 8
5~ 14 9 18 4 17 17 10
15-44] 23 4 8 35 80 48
> 44 6 12 3 13 19 | 12

N=NGer do casos 0508008
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Clinica 18 Coyoacin IMSS

Tablall ETIOLOGIA DE LA DIARREA INFECCIOSA AGUDA
DIARREA DIARREA
MICROORGANISMOS | PACIENTES | CONTROLES |CON SANGRE| SIN SANGRE
TOTAL N=190 N=50 N=23 N=167
N % N % N % N %
Shigejla spp b 25 13 1 2 1 48 14 8
Salmonella enterilidis * 3 2 1 2 0 0 3 2
Aeromonas hydrophila 3 2 0 0 0 0 3 2
Campylobacter yeyuni * | 1 1 1 2 [1} 0 1 1
Yersinia entergcolitica 3 2 [} 0 0 0 3 2
Rotavirus * 14 7 1 2 1 4 13 8
Entam oeba histolylica 0 0 0 0 0 0 0 0
Giardia Jamblia * 3 2 1 2 0 1] 3 2
Cryptosporidium spp 1 1 0 0 0 0 1 1
No identificados 140 74 | 48 92 1 48 |19 77
=[RUMBID 08 CaB50S . 003
*Estos micmorganismos fomaron i mixtas on dos ¥ un control,
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Clinica 19 Coyoacan IMSS

Tablalli FRECUENCIA DURANTE LOS PERIODOS EN ESTUDIO
Mayo - Jullo Septiemixe - Didemive
MICROORGANISMOS| SinSangre | ConSangre} SinSangre | Con Sangre
N=86 % |N=12 % |N=81 % IN=11 %
[E] (F:) 0 0 1 8 3 4 4] 0
|Shinalaftanai 2 212 17]3 4|4 .
Shigella boydil o o2 i1 11 8
| Shigella sonnei 4 5 1 8 1 1 0 o)
|§u_mgla anaitidis o] 0 [ 0 3 4 0 0
Aeromonas tydroohila | 1 1 o 0 2 2 0o o
Campvicbedtryeni | 0 0 | 0 0 | 1 110 o
Y ersinia enteroonlitica 1 1 0 0 2 2 0 0
No identificados 76 8 { 6 50 15 65| 5 45
eNUan Ca503 65| B00S
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Clinica 19 coyoacén IMSS

MICROORGANISMOS IDENTIFICADOSEN PACIENTES
CON DIARREA INFECCIOSA AGUDA, POR GRUPOS DE EDAD

TeblalV Mayo- Mo Sepiiambre- Didoixe

Por_Grupo do Edad en Afics
MICROORGANISMOS [TOTAL| <2 z-4q'T_s:FT 15-44] »44
N=190| N=40 | N=20 | N=20 | N=88| N=22
N %N % N %N %N %
4 )1 3)2 1w0|o o|1 1|0 o
nl1 3[1 5{2 0|6 7|1 s
4 11 3f2 1)1 sjo ojo o
6 |1 3[4 20/1 5|0 0]0 o
3 0 0|0 oO0j1 5|2 2{0 0
3 |1 3|1 s|lo o|1 1|0 o
1t o o[1 s5{0 ofo ofo o
Yasniaedaccditica | 3 [ 1 3]0 olo o4 1j1 s
No ldentificados 140 | 25 63| 8 4s)45 75]72 2] 19 me

62



Clinica 19 Coyoacén IMSS

TeblaV ESTUDIO DEMOCO FECAL
" Leucodios PMN por campo

MICROORGANISMOS TOTAL [__0-5 8~15 | >18
N=190 |N=164 % |N=I2_% [N=1d %
4 2 8 0 0 2 8
ti7 2|1 4|3 1
4 |2 8|1 41 a4
e |2 8|3 121 4
3 |2 e]1 m]o o
3 {2 elo o1 =
1 |1 1w|o ofo o
3 3 100 1} 0 ¢ 0
140 120 o205 a4l 4
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Clinica 19 Coyoacan IMSS

Tabia VI DIARREA INFECCIOSA AGUDA EN UNA COMUNIDAD URBANA
Pacientes % Signos y Sintomas
MCROORGANISMOS Totsl  [Desnidmtscion  [Ndusse [Vémio [Sed [Cllico [Pufo {Tanesmo ([Ertema [Fiobrs
N=180 e giteo on 24 hrs.
Shigella spp 25 40 48 4 (44| 92 J24]| 12 16 | 68 | 77(1-18)
3 100 100 50 1001 100 ) SO ] Q 100 5°(4~-5)
3 a3 67 | 33 {67] 100 0 [+] o {100]| 4*(3-8)
1 100 100 | 100 [100[ 100 | O 1] ('] 0 8
3 33 33} 67 |oj10i33| 0 0 |3\ 657
140 38 47 | 37 |3s| 78 |14 11 28 | a7 2~




IV.- DISCUSION

La mayor proporcidn de los pacientes estudiados con respecto a la distribucion
por edad correspondié al grupo entre 15 y 44 afios, a diferencia de otros estudios
realizados (28,79,14), los cuales se enfocan a menores de edad, esta diferencia se
debe a que el trabajo se realizé en una clinica de primer nivel de atencion médica a

donde acuden con mayor frecuencia personas en edad productiva.

La frecuencia de identificacion de microorganismos obtenida en este estudio en
el grupo de pacientes es muy parecida a la encontrada por otros autores tanto en
nuestro pais como en el extranjero. La identificacion de uno o mds agentes

tenciall te patog fie posible en un 28% de las muestras diarreicas,

P

quedando un 74% como etiologla desconocida, la suma del porcentaje es mayor del
100% por la presencia de infecciones mixtas. En un 10% de los individuos
considerados como controles, se identificé uno o mds microorganismos patégenos, lo
que indica la presencia de portadores entre la poblacion sana, los cuales constituyen
una fuente importante de contagio. En las zonas de bajos recurses la existencia de
portadores asintomdticos es comiun siendo un reflejo de las malas condiciones

sanitarias en las que vive la poblacion.

En el caso de infecciones mixtas, las asoclaciones observadas fueron: En un
paciente Shigella dysenteriae y Rotavirus, en otro paciente Shigella dysenteriae -
Campylobacter (.‘e[uni y Giardia lamblig y en un individuo considerado control

Salmonella enteritidis y Giardia lamblia. La frecuencia de identificacion en

infecciones mixtas en los pacientes en comparacidn con el grupo control no fue

estadisticamente significativa (P=0.59). Sin embargo, en el total de microorganismos
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identificados, la frecuencia de identificacidn en el grupo de pacientes en comparacion
conel grupo control, si fue estadisticamente significativa (P=0.008).

En la poblacion estudiada, Shigella spp fiie uno de los microorganismos mds
Jfrecuentemente aislado; el porcentaje de aislamiento fiie similar a lo encontrado en
otros estudios en México (3,42,58), corespondiendo a un 13% en 25 pacientes, la
mayor frecuencia de aislamiento para las especies de Shigella correspondiv a
Sflexneri al igual que en otro estudio realizado en Caleuta (14), sobre todo en
aquellos pacientes que presentaron diarrea con sangre, en menor porcentaje de
aislamiento se identifics a S, sonnei y por 1iltimo en igual proporcidn S. dysenleriae
v 8. boydii, ning de estas especies mostrd una preferencia caracteristica por

alguna época del afio, predomind su identificacion en los niflos preescolares y
lares, como ya también se ha descrito (50). Del resto de los microorganismos , su

Jrecuencia fue similar a Jo encontado en otros estudios (52,58), a excepcidn de

Campylobacter jejuni y Entamoeba histolytica,

Respecto a ia baja frecuencia de aislamiento de Campylobacter jejuni; este
microorganismo se ha identificado mds frecuentemente en pacientes hospitalizados
(47}, en comunidades semiurbanas y rurales en México (9,26} y en menores de edad
(156}, sobre todo en los menores de 2 aftos (79) .

El estudio del moco fecal fue mds caracteristico para las especies de Shigella
ya que se identificaron mayor cantidad de leucocitos polimorfonucleares (PMN) por
campo, en comparacion con los otros microorganismos identificados en los que la
cantidad de PMN fue tan bafa que se considera este estudio como negativo. El estudio
del moco fecal no es muy significativo en la mayoria de los casos solo en aquéllos en
los que la infeccion es producida por especies de Shigella sobre todo por S. flexneri
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como podemos ver en este trabajo, en donde encontramos un 12%de casos en los que

" se observaron > de 15 PMN por campo.

En los pacientes que pr on diarrea con sangre se identificd con una
fi ia significati te mayor, Shigella spp en un 48%. Otros datos clinicos o

caracteristicas de la evolucion de los pacientes no permiten sospechar, con cierto
grado de seguridad otros tipos de microorganismos. En Shigella spp el dato clinico
mds caracteristico es la presencia de fiebre, sin embargo en este trabajo el 92% de
los pacientes presentaron cdlicos y solo el 68% de ellos presentaron fiebre, en

Salmonella enteritidis, los pacientes no presentaron tenesmo ni eritma ghiteo; en el

caso de los demds signos'y sintomas los porcentajes fueron muy altos. En Aeromonas
hydrophila los porcentajes mds altos correspondieron a los pacientes que tuvieron
cdlicos y fiebre; en Yersinia enterocolitica el mayor porcentaje fiie para los pacientes
que presentaron célicos, en la infeccion por Campylobacter jejuni se observé la
presencia de deshidratacion, ndusea, vémito sed y célico en un elevado porcentaje,
pero hay que tomar en consideracion que sélo se identificé en un paciente. El mimero
de evacuaciones en 24 horas fie variable, pero el mayor nimero correspondio a 18
en 24h, en aquellos pacientes que presentaron infeccién ocasionada por especies de
Shigella, (mediana de 7), en el caso de los microorganismos no identificados se

encontrd una mediana baja, de 2.

Los signos y sintomas clinicos que presentan los pacientes con diarrea aguda

no licada, no son sufici para que los médicos familiares puedan dar un

v 4

tratamiento especifico, porque no saben que agente etioldgico es el causante de la
enfermedad, solo en aquellos casos en los que la diarrea se presenta con fiebre y

sangre en las evacuaciones, pueden suponer que la enfermedad es ocasionada por
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especies de Shigeila, pero no siempre concuerdan estos datos, ya que como
observamos en este trabajo, no todas las especies de Shigella producen fiebre. La

informacicn que proporciona este estudio permite ¢ la etiologla de la diarrea

infecciosa aguda en esta poblacion del drea urbana, lo cual es necesario para que los
médicos familiares que manejan pacientes en el primer nivel de atencidn médica
tengan un panorama mds amplio y de esta forma puedan proporcionar al paciente un
tralamiento mds adecuado.
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CONCLUSIONES

- La frecuencia de identificacion de microorganismos obtenida en el grupo de
pacientes provenientes de una pablacion abierta del drea urbana es estadisticamente

mads significativa en comparacion con el grupo lestigo.

- Con los resultados obtenidos, se confirma la presencia de portadores entre

la poblacién sana de esta drea urbana.

- Existe un porcentaje apreciable de casos en los cuales el agente etioldgico
permanece sin identificar; las razones pueden ser diversas, entre las que se pueden
mencionar: la toma de la muestra al inicio de la enfermedad, la cantidad de
microorganismos en el momento de realizar el primoaislamiento y el uso de

antimicrobianos en forma indiscriminada .

-- Los paldgenos bacterianos siguen siendo predominantes en infecciones

gastrointestinales en nuestro medio.
- El agente bacteriano predominante como productor de diarrea infecciosa

aguda fué Shigella spp; sin embargo, debe lenerse encuenta que en este trabajo no se

incluyeron los porcentajes de E. coli con sus distintos factores de patogenicidad.

-~ Dentro de las especies de Shigella, este trabajo mostré que S. flexneri, es la

principal especie productora de diarrea infecciosa aguda.
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- Shigella flexneri se identifica mds frecuentemente en pacientes que

presentan diarrea con sangre.

-- Campylobacter jejuni tiene poca importancia en la etiologia de la diarrea
infecciosa aguda en esta comunidad del drea urbana, lo cual podria explicarse por el

hecho de que las familias no tienen criadero de animales, principalmente aves.

- El estudio del moca fecal, aunque no _fué analizado en forma extensa permite
concluir sobre todo en los casos de diarrea con sangre, que es orientador del

diagndstico de shigelosis.

- Los signos y sintomas clinicos por si solos, no fieron orientadores para

determinar la presencia de un patégeno intestinal especifico.

i 2 bl

- Es conveniente seguir realizando est en qos en el

P

primer nivel de atencién médica que permitan determinar los agentes potencialmente

patdgenos en la diarrea infecciosa aguda para establecer esq de tr

médico mds adecuados.
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