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RESUMEN

Las infecciones diarreicas son causa importante de mortalidad y morbilidad a nivel mundial en
menores de cinco afios que radican en paises en desarrollo. Es importante realizar estudios
bacteriologicos que identifiquen los agentes causales y su frecuencia de aislamiento en casos de
diarrea aguda que proporcionen un panorama epidemiolégico que puede ser de ayuda en el
tratamiento de los pacientes.

El presente estudio se realizé durante un periodo anual (octubre de 1999 a septiembre de 2000),
para ver la prevalencia de bacterias enteropatégenas en nifios menores de cinco afios hospitalizados
por diarrea aguda en la Ciudad de México. Comparando esta prevalencia con la edad, presencia de
sangre en evacuaciones, estacionalidad y algunos factores ambientales (temperatura y humedad).

Para el aislamiento de bacterias se eligieron los medios méis apropiados de transporte y de
enriquecimiento. Para ¢l cultivo, medios selectivos y diferenciales; asi como pruebas bioquimicas y
serologicas.

De 380 casos de diarrea aguda estudiados, el sexo no se asocié con la enfermedad, en los primeros
dos afios de edad se presentd mayor morbilidad. En 64 (17%) se aislé al menos un enteropatégeno
bacteriano. Leos gérmenes fueron: Shigella (10%), Salmonella (6%) y Campylobacter (1%). En
Shigella se identificaron tres especies: S. sonnei, S. flexneri y S. boydii. Las cepas de Saimonella
correspondieron a S. enterica; las cepas de Campylobacter fueron C. jejuni. Los aislamientos de
E.coli comresponden a 38%; sin embargo, para este estudio no se realizé el anilisis de sus formas
patogénicas. No se aislaron cepas de Vibrio cholerae, Aeromonas y Plesiomonas.

Se encontrod que Shigella fue més frecuente en nifios mayores de 2 afios (p<0.001). E.coli prevalece
en menores de 2 afios (p=0.0009). En Salmonella enterica y Campylobacter jejuni aunque
predominaron en menores de 2 afios, no se encontrd asociacion significativa de acuerdo a grupos de
edad. Se detectaron 11{3%) casos de diarrea con sangre, las bacterias asociadas fueron Shigella (p=
0.03) y Salmonella enterica (p=0.002). Campylobacter no se asocié con disenteria (diarrea con
sangre). La prevalencia mensual de cada bacteria aislada muestra que, Shigella presento
distribucién estacional en los meses de junio, julio y agosto. Salmonelia, Campylobacter y E.coli se
presentaron durante todo el afio. La probabilidad de infeccién por Shigella es cuatro veces mayor en
primavera - verano (R.M= 4.37) que en las demds estaciones del afio. Asimismo, se observé que la
humedad aumentada se relaciona con la presencia de Shigella (p=0.05).

Los resultados obtenidos en este estudio pueden ser utilizados como diagnostico preventivo,
analizando que Shigella es mas frecuente en mayores de dos aflos, se asccia con sangre en las
evacuaciones, se presenta en los meses de junio, julio y agosto y cuando la humedad aumenta.



INTRODUCCION

Las infecciones diarreicas son causa importante de mortalidad y morbilidad a nivel mundial,
especialmente en menores de cinco afios que radican en paises en desarrollo (Bem er al., 1993). Se
estima una incidencia de 3.5 a 7.0 enfermedades diarreicas que ocurren anualmeate por nifio
durante los primeros 2 afios y de 2 a 5 cuadros diarreicos por nifio por afio entre 2 a 5 afios de edad
(Barnes et a/., 1998). El nimero de muertes en la ciudad de México por enfermedades infecciosas
intestinales es de 855 por 100 000 nacidos vivos registrados (Reyes et al., 1998),

~

La susceptibilidad al padecimiento es universal y afecta a todos los grupos de edad; sin embargo, se
observa una mayor frecuencia en los extremos de la vida, menores de cinco afios y mayores de 65
afios, convirtiéndolos en los grupos més vulnerables a la enfermedad (Ayala, 1997).

En la actualidad, un andlisis de estadisticas oficiales sefiala que la enfermedad diarreica aumenta en
el periodo de destete, generalmente a partir del segundo semestre de vida y alcanza el pico de mayor
morbilidad durante el destete definitivo, alrededor del segundo y tercer afio. Las enfermedades
diarreicas contribuyen importantemente a la mottalidad infantil debido a la deshidratacién
(Motarjemi et al., 1994).

La diarrea es el sindrome clinico de un gran nimero de desordenes que afectan el sistema
gastrointestinal. Es un trastorno de la absorcién y secrecidn intestinal que una vez iniciado, puede
mantenerse por si mismo, provocando deshidratacién e intensa perturbacién celular, lo cual
favorece su permanencia (Torregosa et al., 1996). Se presenta como una aiteracién en la frecuencia
y consistencia de las evacuaciones, ambas caracteristicas varfan ampliamente segiin la edad y los
habitos alimenticios (Vanderhoof, 1998).

Desde el punto de vista clinico los cuadros de enfermedad diarreica pueden dividirse en las
siguientes categorias, siendo posible clasificar a todos los pacientes en una de ellas:

a)Diarrea aguda. Aproximadamente el 90% son diarreas agudas que pueden acompaiarse de
vémito, fiebre baja, disminucidn del apetito e irritabilidad; el cuadro puede prolongarse por varios
dias, en general menos de siete.

b)Disenteria o diarrea con sangre. Del 5 al 10% de los nifios con enfermedad diarreica aguda,
evacuan heces con sangre y moco. El cuadro clinico es causado por un enteropatégeno bacteriano
que invade 1z pared intestinal, usuaimente el colon, con necrosis epitelial, ulceracién de la mucosa e
inflamacién aguda, La mayoria de los casos de disenteria son causados por especies de Shigella,
Campylobacter jejuni y E. coli enteroinvasiva (ECEI), rara vez por Salmonella o Yersinia
enterocolitica. Este sindrome clinico casi siempre incluye fiebre alta, sintomas téxicos, colicos
abdominales intensos y tenesmo (esfuerzo ineficaz y doloroso al defecar).

c)Diarrea prolongada. Del 2 al 4% de los nifios menores de 2 afios que son llevados a consulta
por diarrea tienen una historia de enfermedad diarreica que ha persistido por 14 o mas dias después
del comienzo agudo. La etiologia puede ser Shigella, E. coli enteropatogena (ECEP).

d)Diarrea liquida grave con heces abundantes de aspecto de agua de arroz es generalmente
causada por E. coli enterotoxigénica (ECET) o Fibrio cholerae. Los pacientes con este sindrome
clinico pueden desarrollar rapidamente deshidratacion grave (OPS, 1987).



En México [a mayoria de las enfermedades diarreicas son de etiologia infecciosa; se transmiten por
diversos mecanismos, los mas importantes son fecal-oral (contacto directo de las manos
contaminadas de materia fecal con la boca) y la ingesta de agua o alimentos contaminados. En un
estudio sobre la etiologia de la enfermedad diarreica realizado por la OMS en nifios menotes de tres
afios, el hallazgo de agentes bacterianos en orden de importancia fue: Shigella, Escherichia eoli
entercpatogena (ECEP), ECET (termoestable), ECET (termolabil), Campylobacter y Salmonella,
(Ayala, 1997).

La identificacién de gérmenes patégenos es de gran utilidad para la atencién y seguimiento de
pacientes. Desde el punto de vista de salud pablica sirve para el estudio y control de brotes,
principalmente de los relacionados con alimentos. También da informacién sobre los agentes
infecciosos y esto permite analizar su distribucién, frecuencia y tendencia de la enfermedad
(Secretaria de Salud, 1994).

La etiologia de las enfermedades diarreicas puede ser bacteriana, viral o parasitaria. Entre las
bacterias causantes de enfermedades infecciosas intestinales de mayor frecuencia se encuentra la
familia Enterobacteriaceae, la cual se define como bacilos gramnegativos, méviles, con flagelos
peritricos, o inméviles, no esporulados, anaerobios o aerobios facultativos, oxidasa negativos, su
tamafio oscila entre 0.3 a 2um. Son organismos que se encuentran habitando suelo, agua, materia en
descomposicion, en diversos productes alimenticios y como lo indica el nombre de la familia, en los
intestinos de humanos y anmimales. Algunos microorganismos como Escherichia, Citrobacter,
Enterobacter y Proteus son parte de la flora normal del intestino, aunque pueden crear infecciones
oportunistas; otros como Shigella, Salmoneila son patbgenos causantes de sindromes diarreicos y
disentéricos (Cuadro 1). La familia incluye méis de 20 géneros y 100 especies. Su taxonomia es
compleja y esti cambiando con rapidez conforme se efectiian otros estudios de homologia del DNA
(Murray, 1997 y 1999). Desde el punto de vista bioquimico se caracterizan por la capacidad de
reducir los nitratos a nitritos, fermentar la glucosa con produccién de cido o 4cido y gas. Mediante
la evaluacidn de diferentes caracteristicas metabdlicas, es posible establecer un perfil biogquimico
para hacer la identificacién de especie (Maya, 1996).

CUADRO 1. GENEROS INTEGRANTES DE LA FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE.

GENEROS PATOGENICIDAD

Escherichia Habitantes intestinales: gastroenteritis

Citrobacter Habitante normal del intestino

Salmonella Fiebre tifoidea: gastroenteritis por Salmonella

Shigella Bacilos de la disenteria

Klebsiella Neumonia en el hombre

Enterobacter Habitante normal del intestino

Proteus Habitante intestinal, ocasionalmente patdgeno para el hombre

Tomado de Maya, 1996,



Las cuatre especies de Shigella (S. dysenteriae, S. flxneri, S. boydii, S. sonnei) crecen
exclusivamente en el humano (Banwell, 1990). El género Salmonefla incluye a mas de 2000
bioserotipos diferentes, muchos de los cuales estan asociados con procesos de gastroenteritis aguda
en ¢l hombre y animales (Braude et af., 1994). En el cuadro 2 se mencionan los grupos de edad que
estan en miesgo, las manifestaciones clinicas, caracteristicas de las evacuaciones de diarrea
ocasionada por Shigella, Salmonella, asi como otros enteropatdgenos bacterianos de mayor
importancia,

Otros organismos causantes de enfermedades gastrointestinales son los géneres Campyiobacter,

Vibrio, Aeromonas y Plesiomonas que son bacilos gramnegativos, oxidasa positivos (Jawetz ef al.,
1992).

La familia Campylobacteraceae género Campylobacter actualmente posee 15 especies. Estas
habitan en diversas clases de animales, incluyendo animales domésticos; sobreviven a temperaturas
de congelacién de -20°C o ~70°C. Son méviles por un solo flagelo, pueden tener forma espiral en
“S” o un aspecto de ala de gaviota y en un cultivo viejo pueden llegar a ser cocoides. Son dificiles
de cultivar por lo que requieren de una atmésfera y temperatura adecuadas para crecer, utilizando
una jarra o incubadora en microaerofilia (5%0z, 85%N2, y 10%COz) que pude incubarse a42°C 0 a
37°C; se han desarrollado medios selectivos de enriquecimiento y de separacién que estan
constituidos de agar base suplementado con sangre de camero o carbén activado y con antibidticos
que inhiben el crecimiento de organismos de la flora normal como bacterias gramnegativas,
grampositivas ¥ levaduras (Carvalho, 1997).

Campylobacter jejuni sobrevive mejor en heces, orina, agua y leche cuando s¢ mantienen
temperaturas de 4°C. Esta especie es frecuente en diarrea aguda y disenteria en nifios. La mayoria
de los casos se manifiestan por deposiciones liquidas; sin embargo, un porcentaje de pacientes
desarrolla disenteria que clinicamente se asemeja a la disenteria causada por Shigella (Braude et al.,
1994).

La familia Vibrionaceae incluye tres géneros causantes de enfermedad en el humano: Vibrio,
Aeromonas y Plesiomonas (Murray et al., 1997). Los vibriones se encuentran en estanques de agua
dulce, estuarios y en aguas marinas superficiales; son bacilos curvos o rectos, no forman esporas,
crecen en condiciones aerobias o anaerobias, en una variedad de medios simples y con un intervalo
amplio de temperatura, desde 18 a 37°C. Vibrio cholerae causa diarrea acuosa abundante y
deshidratacién, dando come resultado la pérdida de una cantidad de iiquidos similar al peso de la
persona (Kumate ef af., 1993 y Maya et al,, 1996).

Aeromonas y Plesiomonas con menos frecuencia se han relacionado con enfermedades diameicas.
Habitan en agua dulce o salada y en ocasiones en animales de sangre fria. No requieren de medios
selectivos para su recuperacién, crecen bien en agar sangre de camnero y en muchos medios
entéricos (Feigin er al., 1992).



CUADRO 2. CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LOS BROTES DE ETIOLOGIA BACTERIANA.

Organismo Grupos de edad Diarrea Periodode  Duracion Mecanismo
afectados Vémito Fiebre incubacion de infeccidn
Shigella Todos especial- Ocasional  Comiin Puede ser 1-7 dias 4-7 dias Alimentos
mente de 6 meses disenteriforme agua
a 10 afios PErsena a persena
fecal - oral
Salmonella Tedos especial- Ocasional  Comuin Acuosa 8-48h 3-5 dias Alimentos
mente lactantes y ocasional- agua
nifios pequefios nalmente fecal - oral
sanguinolenta
Campylobacter Todos especial- Variable  Variable Puede ser 3-5 dias 1-4 dias Alimentos
jejuni mente menores de disenteriforme (1-7 dias)  ocasionalmente agua, mascotas
un afio y adultos mis de 10 dias fecal - oral
Vibrio cholerae Todos Comiin Variable  Puede ser 9-72h 3-4 dias Alimentos
profusa y agua,
acuosa fecal —oral
Aeromonas Todos Comin Ausente  Apguda, grave Agua contaminada
Plesiomonas Todos Comin Ausente  Puede ser 48 h Alimentos
sanguinolenta

Tomado de Secretaria de Salud, 1994,



La identificacion del agente responsable de las evacuaciones de diarrea aguda puede facilitar su
tratamiento adecuado. Observar las heces con relacién a su color, olor, forma y presencia de sangre
o0 moco pueden ayudar a definir su etiologia; sin embargo, es necesaria la realizacion de prucbas de
rutina, generalmente disponibles en ta mayoria de los laboratorios microbiologicos (Pezzarossi y
Blanco, 1994).

Dada la importancia que tienen las enfermedades diarreicas por su elevada incidencia, es importante
realizar periddicamente estudios bacteriolégicos que identifiquen los agentes causales y su
frecuencia de aislamiento en casos de diarrea aguda. Estas investigaciones proporcionan un
panorama epidemioldgico que puede ser de ayuda para aplicario directamente en el tratamiento de
los pacientes. Los estudios transversales (son observadas las variables de estudio en un solo
momento) que se han llevado a cabo en condiciones hospitalarias proporeionan informacién en
menor tiempo a diferencia de los longitudinales (Hernandez-Avila et al., 2000).

Debido a lo anterior el presente estudio se realizo durante un periodo anual para ver la prevalencia
de los agentes patdgenos en la enfermedad diarreica aguda en nifios menores de cinco afios. El
estudio forma parte de un trabajo multidisciplinario, donde participan los laboratorios de virologia,
bacteriologia y parasitologia de la Unidad de Investigacién Médica en Enfermedades Infecciosas,
del Hospital de Pediatria CMN-SXXI, IMSS.



ANTECEDENTES

La frecuencia de aislamiento de bacterias enteropatogenas en la enfermedad por diarrea varia de
acuerdo al drea geografica, caracteristicas socioecondmicas y culturales. En general, los paises con
alto grado de desarrollo tienen menor incidencia de diarreas bacterianas.

En Melbourne, Australia de abril de 1980 a marzo de 1993, se realizé un estudio sobre la etiologia
en gastroenteritis aguda. En 3,785 nifios hospitalizados de 0 a 14 afios de edad encontraron que los
nifios més afectados fiueron los menores de 5 afios. Las enterobacterias patégenas aisladas con
mayor porcentaje fueron Salmonella 5.8% y Campylobacter 3.4%. Salmonella se presenté con
mayor frecuencia en menores de un afio (Barnes et al., 1998).

El porcentaje de aislamiento bacteriano en un grupo de 381 nifios menores de 5 afios hospitalizados
con diarrea en Lima, Perd (Cama et al, 1999) fue de 34%: E. coli enterotoxigénica 16%,
Campylobacter jejuni 12%, Shigella spp. 4% y Vibrio cholerae 2%.

En Calcutta, India, en un estudio de casos y controles, de 486 casos con diarrea Shigella fue el
enicropatogeno bacteriano mas comiin con un 40%. El serotipo predominante fue Shigella flexner!
80%, S. boydii 13% y S. sonnei 7%, Salmonella se detectd con 5% (Dutta et al., 1999).

En Dhaka, Bangladesh, Faruque y colaboradores en 1993, identificaron la etiologia en nifios
hospitalizades entre 1 a 35 meses de edad enfermos por diarrea aguda y con deshidratacion.
Analizaron un total de 269 casos y 700 controles; las bacterias enteropatégenas que se aislaron con
mayor frecuencia fueron Campvlobacter 27%, Shigella flexneri 3.4%, Vibrio cholerae 4.5% y
Salmonella menor al 1%.

En México se ha estudiado la etiologia de diarrea con sangre en niflos menores de 5 afios de edad.
En lo que respecta a bacterias enteropatdgenas, Shigella es €l germen méis comin asociado a
disenteria, el cual se presenta con mayor frecuencia en nifios mayores de 1 afio. Campylobacter
Jejuni y Salmonella son mas frecuentes en menores de un afio (Benitez, et al., 1991; Sudrez-Hoil, et
al., 1993 y Torres, et al.,, 1995). Se ha reportado que la prevalencia de bacterias patdgenas esta
afectada por la estacionalidad (Benitez et al., 1991).

Los estudios realizados en México sobre diarrea aguda son los siguientes: en cuanto a al porcentaje
de aislamiento de bacterias enteropatdgenas en 121 nifios se encontré que el 24.7% corresponden a
E.coli enteropatdgena, 14.8% Salmonella, 13.6% Campylobacter y 9.9% Shigella (Morayta et al.,
1993). Para 1997 en 380 nifios hospitalizados menores de 5 afios Shigella y Campylobacter fueron
los enteropatdgenos bacterianos mas frecuentes en diarrea aguda y estos fueron asociados con
presencia de sangre en las evacuacicnes (Ayala, 1997). Luna en el 2000 estudié 399 nifios
hospitalizades menores de 5 afios. Encontré que el 25% de las infecciones fueron por baclerias
enteropatégenas de las cuales 18% fueron Shigella, 8% Salmonella, 6.3% Campylobacter y 0.33%
V. cholerae, En 1993, Lezama-Basulto y colaboradores informan § casos de célera en nifios
deshidratados por enfermedad diarreica. En 1999 se identificé en un estudio bacteriolégico a V.
cholerae como causa de diarrea en un nifio con 3 dias de edad, ocasionindole la muerte (Zavala et
al., 1999).



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

- Determinar la prevalencia de bacterias enteropatégenas aisladas de la materia fecale, en nifios
menores de 5 afios de edad que requirieron hospitalizacion por diarrea aguda en la Ciudad de
México,

OBJETIVOS PARTICULARES
- Determinar la frecuencia y distribucién de la diarrea aguda de acuerdo a sexo y grupos de edad.
- lidentificar las bacterias enteropatdgenas asociadas a diarrea aguda en nifios.

- Determinar la frecuencia de bacterias enteropatégenas de acuerdo a grupos de edad.

- Identificar las bacterias enteropatdgenas asociadas a diarrea con sangre

- Determinar la distribucidn estacional de las bacterias enteropatdgenas.

- ' Comparar la prevalencia de infeccién por bacterias enteropatégenas con algunos factores
ambientales (temperatura y humedad).



AREA DE ESTUDIO

En la Ciudad de México se incluyeron tres hospitales de segundo nivel de atencién del Instituto
Mexicano del Seguro Social que corresponden a las regiones norte, centro y sur. En el norte el
Hospital General de zona No. 27 “Tlatelolco”; en el centro el Hospital General Regional No. |
*“Gabriel Mancera” y en el sur el Hospital General de zona, No. 32 “Villa Coapa™.



MATERIAL Y METODOS

El estudio se llevd a cabo durante | afio, del 1° de octubre de 1999 al 30 de septiembre de 2000. Se
estudiaron nifios con diagnostico principal de diarrea aguda, que ingresaron a los servicios de
pediatria de tres hospitales de segundo nivel de atencién del Instituto Mexicano del Seguro Social
en la Ciudad de México.

Los nifios reclutados al estudio fueron seleccionados de acuerdo a los siguientes criterios de
elegibilidad:

*  Criterios de inclusién

Se incluyeron ai estudio nifios con edad de recién nacido a 5 afios, que tuvieran residencia en la
cindad de México en los ultimos 6 meses, con la aceptacién por escrito de los padres o tutores del
nifio para participar en el estudio.

* Criterios de exclusién

No se consideraron al estudio nifios con malformacién del tubo digestivo, enfermedad crénica
diferente de desnutricion (evaluado por la historia clinica), diarrea aguda de adquisicion
intrahospitalaria, asi como diarrea con tiempo de evolucién mayor de 3 dias y aquellos que
recibieron en su momento tratamiento antimicrobiano en los tltimos 3 dias.

Debide a que en los estudios epidemiolégicos cada autor adopta diferentes criterios para el
diagnostico de diarrea, para el propdsito de este estudio se definid como enfermedad diarreica a ia
presencia de 1) 3 o mas deposiciones en 24 horas, con una consistencia liquida, 2) la presencia de
evacuaciones disminuidas en consistencia, en nmimero de 2 o mas del patrén habitual del nifio
detectadas por la madre, 3) cuando existié por lo menos una evacuacion con sangre disminuida de
consistencia. La enfermedad diarreica se dio por terminada el primer dia que el nifio no tuvo alguna
evacuacién disminuida en consistencia y sin sangre, que continiio sin diarrea durante fos siguientes
7 dias. 4) Un cuadro de diarrea que durd més de 14 dias se consideré como diarrea prolongada
(Velizquez et al.,1993 y 1996).

Al ingreso de cada nific ¥ a lo largo de su periodo de hospitalizacion se registraron las
caracteristicas clinicas del cuadro diarreico y se evallo la gravedad del mismo de acuerdo a un
sistema de calificacion de 20 puntos (ver, Anexo 1). Una calificacion de 1 a 9 se definié como
diarrea leve y una calificacién de 10 o mayor se considerd como diarrea moderada-grave
(Velazquez et al., 1996 y 2000),

Con base a reportes previos en nuestro pais, particularmente de la Ciudad de México, se considerd
una proporcion esperada de diarrea hospitalaria asociada a Shigella del 15% a 25%, ya que es el
enteropatégeno bacteriano mds frecuentemente aislado. Se establecié un intervalo de confianza de
la estimacion del 95%, con una variacidn de + 5%, resultando un tamaiio de muestra de 170 a 250
pacientes (Hulley y Cumings, 1998). Considerando un 20% de posibles perdidas, se requirid de una
muestra méxima de 300 pacientes a reclutar en un periodo de 12 meses de estudio entre los tres
hospitales; se requirté un promedio de 8 a 9 ingresos mensuales por hospatal.



El estudio consistié en la coleccion de heces al ingreso del nifio ¥ su procesamiento en el
laboratorio como se describe a continuacion.

COLECCION DE HECES

La colecta se realizé durante las primeras 24 horas después del ingreso; la materia fecal se inoculé
en medio de transporte Cary-Blair, en medios de enriquecimiento de caldo selenito y agua
peptonada, para poder ser transportados en hielo al laboratorio en un maximo de 2 horas (Isenberg,
1992 y Murray et ai., 1999).

TRABAIJO DE LABORATORIQ (Ver diagrama 1)

Aislamiento

De las heces cbtenidas del medio de transporte Cary Blair para el aislamiento bacteriano, se
inocularon 8 medios: CAMPY-BAP sin antibiético y con antibidtico (ver, Anexo 2) para
Campylobacter, (TCBS) Sales Biliares-Tiosulfato-Citrato y Sacarosa para V. cholerae y otros
vibrios. Para los principales géneros de enterobacterias, (GS/A) Gelosa Sangre con antibidtico —
ampicilina, (MH) Mueller Hinton, (MC/S) MacConkey- Sorbitol, (MC) MacCenkey, (XLD)
Xilosa-Lisina-Deoxicolato, (SS) Salmonella-Shigella (Secretaria de Salud, 1994).

El aislamiento de colonias se realizé con asa de siembra por estria cruzada. El medio CAMPY-
BAP, seincubé de 2 a 7 dias a 37°C en condiciones de microaerofilia (Carvatho, 1998). El resto de
los medios se incubaron durante 24 horas a 37°C junto con los medios de enriquecimiento caldo
selenito y agua peptonada, los cuales permiten el crecimiento de enteropatégenos y retardan el
crecimiento de gérmenes de la flora normal; ademas, son itiles cuando el mimero de patégenos es
reducido. Posteriormente los medios de enriquecimiento se resembraron en placas de XLD y MC
para el caldo selenito y en TCBS para €l agua peptonada (Lesmana ef al., 1997).

Después de haber obtenido el crecimiento en los medios diferenciales, se seleccionaron las colonias
de acuerdo a su forma y color segin el medio inhibitorio para su posterior identificacion con las
pruebas bioquimicas correspondientes (Koneman ef al., 1997).

Seleccién de colonias

De los medios CAMPY-BAP con antibidtico y sin antibi6tico se obtuvieron las colonias grises. Se
realizé un frotis con tincién de Gram, se observd al microscopio para la bisqueda de
Campylobacter. Posteriormente se aislé un cuitivo puro y masivo en MH y GS sin antibidtico para
poder realizar las pruebas de identificacién.

Del medio TCBS se seleccionaron colonias amarillas sospechosas de Vibrio, positivas a la prueba
de actividad citocromo oxidasa , por la técnica directa en placa del laboratorio DIFCO, USA.
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A partir del medio GS/A se seleccionaron las colonias beta hemoliticas y no hemoliticas, oxidasa
positivas (DIFCO USA) y del medio MH las colonias oxidasa positivas sospechosas de Aeromonus
o Plesiomonas.

De los medios MC/S y MC se obtuvieron 5 cepas que no fermentan sorbitol y 5 cepas que
fermentan lactosa respectivamente como posibles £. coli utilizando como criterio de seleccion la
morfologia colonial caracteristica para esta enterobacteria. A estas cepas no se les hicieron pruebas
bioquimicas.

Para el aislamiento de Shigella y Salmonella se seleccionaron a partir de los medios MC, XLD o 8§
las colonias que no fermentan la lactosa, es decir Lac(-).

Identificacién Bioguimica.

Las pruebas bicquimicas minimas son las que indica el manual de Murray, con ellas es posible
diferenciar los microorganismo mas importantes. Las colonias seleccionadas se inocularon en los
siguientes 8 medios: citraro de Simmons, caldo malonato, caldo urea , rojo de metilo, lisina, (MIO)
movilidad, indol, ornitina; fenilalanina y (TSI) agar triple azucar, hierro. Para Campylobacter se
realizaron las pruebas de actividad citocromo oxidasa (DIFCQ, USA), catalasa (DIFCO USA), e
hidrélisis de hipurato, las colonias positivas a estas pruebas fueron inoculadas en TSI. Estas pruebas
son las suficientes para su identificacion. Luego se procedid a la lectura de estas segin €] manual de
Murray (Cuadro 3) identificando género y si era posible especie.

Identificacién seroldgica.

Para identificar o confirmar la especie se realizaron pruebas seroldgicas sélo a las colonias
pertenecientes a los géneros Salmonella y Skigella detectadas previamente por pruebas bioquimicas.
Se hizo mediante la técnica de aglutinacién en lamina, usando antisueros polivalentes comerciates
(DIFCOQ, USA). Para las cepas de Salmonella el suero para los antigrupos A, B, C1, C2, Dy E. Las
cepas de Shigella con los sueros antigrupos A, B, Cy D.

Conservacion de cepas.

Las cepas de Campylobacter se inocularon en caldo brucella y se almacenaron en congelacién a
—70°C para trabajos posteriores. Las cepas aisladas de E.coli se conservaron en medio de gelosa
especial por duplicado a temperatura ambiente para trabajos posteriores, que no fueron incluidos en
este estudio sobre la identificacién de la actividad patbgena que reconoce los grupos de E.col
enteroinvasiva (ECEI), E.coli enterotoxigénica (ECET), E.coli enteropatégena (ECEP), Ecoli
enteroadherente y E.coli enterohemorragica (ECEH).

Se utilizé gelosa especial para la conservacion de cepas de Salmonella y Shigella. De un cultivo

puro s¢ inocularon en viales de 3ml con tapon de rosca por cada cepa, estas se¢ almacenaron a
ternperatura ambiente para estudios posteriores.
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DIAGRAMA 1. PROCESAMIENTO DE HECES.

Materia| fecal

[
Caldo Selenito

24h37°C

|
Agua Peptonada
Enriquecimiento
24 B 37°C
TCBS

24h37°C

Oxidasa (+)

PRUEBAS BIOQUIMICAS

Vibrio

Carly-Blair
Enriquecimiento
24|h ircC
[ 1
CAMPLBAP T‘%BS GA/A M}-I N*C/S BJ!C XLD S% C XLD
CIA y SIA | L——Ir
2a7dias 37°C Incubacidon 24 horas 37°€ 24h37°C
en microaerofilia
Saz (-)
Gram () B-hemolisis y
'Oxidasa (+) J no hemoliticas c(+) c(-) Lac (-)
*Catalasa (+) Oxidasa (+) |
*Hipurato (+) —Oxidasa {(+) *Seleccitn de
5 colonias
PRUEBAS BIOQUIMICAS
| (Citrato, malonato, urea, rojo de metilo, lisina, MIO, fenil alanina, TSI)
I m ¢ ubdbacidén 24 h or a s 37°C
Campylobacter Vibrio Aeromonas Salmonella
Plesiomonas Shigella
Serotipificacion
Caldo brucella Gelosa especial
-70°C Temperatura ambiente

C/A = Con antibidtico
S/A =Sin antibidtico
TCBS = Sales biliares-tiosulfato-citrato y sacarosa
GS/A = Gelosa Sangre con antibitico
MH = Mueller Hinton

ti

MC/8 = MacConkey - Sorbitol
MC = MacConkey

XLD = Xilosa-Lisina-Desoxicolato
55 = Salmonella-Shigella

Sor(-) = No fermenta Sorbitol

Lac(+} =Fermenta lactosa

Lac(-) =No fermenta lactosa
MIO = Movilidad, Indo], Omitina
TSI = Triple azicar, hierro

'3 Pruebas bioquimicas

* A estas cepas no se les
realizaron pruebas bioquimicas
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CUADRGO 3. Pruebas bioguimicas

S. dysenteride (GrupoA)
S. flexneri (Grupo B}
8. boydii (Gruupo C)
S. sonnei (Grupo D)

= @
g g HRERE:
 wn o T o= 0 T
o El8 o 8 o |5 |p|8[sl2e|8 |8 (5|2
eEis | S le 20| |E I |E|S |8 12EI3gla |8 15
. o (o] C = el = = — o = =
Organismo EElSEl8|512eBIEIS 1@ |2 |3 (28/95%s(% |8
Oh|Z2 |2 12 |3 22| |0 (w |= |O |O T|l0 0|0 |3 B
Campylobacter
C. Jejuni / i + |+ H
Escherichia
E. coli +
Shigella

++ + +
R G as
++ 4+ +

Saimonella
S. enterica

Vibrio
V. cholerae

+=50% son positivos con 48 h
- = son negativosen 48 h
V =10% son positivosen48 h

/ = Estas pruebas bioquimicas no son necesarias para la identificacion del organismo.

Tomado de Murray g gf., 1999.



ANALISIS ESTADISTICO.

Para analizar la proporcién de enteropatégenos bacterianos encontrados de acuerdo a la edad, sexo,
presencia de diarrea con sangre y estacionalidad, se compararon los resuliados segin fuera
adecuado por medio de chi-cuadrada (X?2) 6 prueba exacta de Fisher, tomando el valor de p< .05
como significativo. La asociacidn entre variables se determino mediante cilculo de la razén de
momios (R.M) con su respectivo intervalo de confianza de 95%.



RESULTADOS

Dwurante el periodo de estudio, octubre de 1999 a septiembre de 2000, se hospitalizaron 844 nifics
menores de 5 afios con diagnostico de diarrea aguda en los tres hospitales participantes. Se recluté
380 (45%) dei total de casos (Fig. 1), respetando los criterios de seleccion establecidos en el
estudio.

DIARREA POR SEXO Y EDAD

La tabla | muestra la distribucién proporcional de los 380 casos de diarrea aguda, por sexo y grupos
de edad. De ellos, 221 (58%) corresponden al sexo masculino y 159 (42%) al femenino.
Estadisticamente no se enconiré asociacién de la enfermedad con el sexo. La distribucidén por
grupos de edad mostré el mayor porcentaje en el grupo de 7 a 12 meses (25%), seguido por ¢l grupo
de menores de 6 meses (20%), de 13 a 18 meses (19%) y para los grupos de edad restantes se
manifestd una disminucidn de la enfermedad diarreica con forme aumento la edad hasta los 60
meses, la cual no fue significativa (X*= 0.436, p=0.5).

Tabla No. 1 Distribucién proporcional de los casos de diarrea aguda por sexo y grupos de edad.

Grupos de edad Masculino Femenino Total

€n meses No. No. No. (%)
<-6 43 33 76 (20)
7-12 58 37 95 (25}
13- 18 41 30 71 (19)
19- 24 23 i6 39 (10}
25- 36 28 19 47  (12)
37- 48 19 17 36 (10)
49 - 60 9 7 16 (4)

Total 221 159 380
(%) (58) (42) (100)

Tendencia de la edad X *= 0.436, p=0.5

AISLAMIENTO DE ENFEROPATOGENQS

Los enteropatdgenos bacterianos aislados de la materia fecal de les nifios, durante la fase aguda de
la enfermedad se presentan en la tabla 2. Se identificaron dentro de la familia Enterobacteriaceae los
géneros Citrobacter spp., Enterobacter spp., E. coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Shigella con las
especies S sonnei, S. flexneri, S. boydii y el género Salmonella especie S. enterica. La familia
Pseudomonadaceae género Pseudomona spp. En la familia Campylobacteraceae el género
Campylobacter especie C. jefuni.
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Figura 1. Nimero total de nifios menores de 5 afios hospitalizados por diarrea aguda y nimero de casos reclutados al estudio.




El germen aislado con mayor frecuencia fue £ coli con 3§%; sin embargo, es importante sefialar
que para este estudio no se realizé el analisis de sus formas patogenas. Los géneros Citrobacter,
Enterobacter, Klebsiella, Proteus y Pseudomona se consideraron como flora normal del intestino y
se agruparon dentro de los “no patégenos aislados™ para facilitar su posterior anélisis y representan
¢l 39% de los aislamientos (Tabla 2).

El total de aislamientos de bacterias enteropatégenas corresponde a 17%: Shigella sonnei (6%), S.
SNlexneri (3%), S. boydii (1%}, las cuales se consideraron para posteriores andlisis s6lo como género
Shigella con 10% de aislamiento. También se identificd a Salmonella enterica (6%) y
Campylobacter jejuni (1%). No se aislaron cepas de Vibrio cholerae, Aeromonas y Plesiomonas. En
6% de las muestras no se presento desarrollo bacteriano (Tabla 2).

Tabla No. 2 Total de aislamientos de enterobactenias en diarrea aguda.

Organismo Frecuencia (%)

Familia Enterobacteriaceae

Genero Citrobacter spp.t 21 (6)
Enterobacter spp.t 50 {13)
E.coli 146 (38)
Klebsiella spp.t 3 ()
Proteus spp.t 70 (18)
Shigella
S. sonnei } 24 (6)
S. flexneri t 13 (3)
S. boydii t 2 )
Salmonella enterica 21 (6)

Familia Pseudomonadaceae

Pseudomona spp.t 3 (n
Familia Campylobacteraceae

Genero Campylobacter jejuni 4 )

Sin desarrollo bacteriano 23 (6)

Total 380 (100)

t Estos géneros se consideraron como flora normal del intestino y fueron agrupados
en “No patégenos aislados” para su andlisis, con un total de 39%.

1 De los aislamientos de las especies de Shigella, para su andlisis se tomé el total
del género, que corresponde al 10%.




AISLAMIENTO DE ACUERDO A GRUPOS DE EDAD

La frecuencia de aislamiente para Shigella por grupos de edad (Fig.2) muestra que la infeccion
presenia una tendencia a incrementar conforme avmenta la edad (p<0.001), al igual que en el caso
de Salmonella enterica (p= 0.017) que se presenta en la figura 3. Campylobacter jejuni (fig.4) tuvo
una mayor proporcion en nifios menores de 2 afios, pero no fue significativamente asociado {p=

0.07) y en io que respecta a E.coli, no se presentd tendencia significativa por grupos de edad (fig.
5).

Los aislamientos con respecto a la edad se muestran en la tabla 3, se observa que el 71% ocurrié en
menores de 2 afios y el 29% de 2 a 5 afos. La frecuencia de aislamiento de las bacterias
enteropatdgenas en menores y mayores de 2 afios fue diferente. En el caso de Shigella {p<0.001)
fue mas frecuente en nifios mayores de 2 afios; el andlisis por razén de momios (R.M= 7.22)
muestra que la posibilidad de infeccidn por este germen es sicte veces mayor en mayores de 2 afios,
que en nifios menores de 2 afios. Para E.cofi fue més frecuente en menores de 2 afios (p=0.0009); el
riesgo de infeccidn es casi tres veces mayor en menores de 2 afios que en el resto de las edades
(R.M=2.89). En Salmonella enterica y Campylobacter jejuni aunque predominan en menores de 2
afios, no se encontrd asociacion significativa de acuerdo a grupos de edad.

TablaNo.3 Frecuencia de aislamiento de bacterias enteropaiégenas en heces de nifios con
diarrea aguda por grupos de edad.

Grupos de edad
Organismo < 2 afios 2 -5 afios Total R.M* pr*
No. %
Shigella 10 29 39 (10) 7.22(3.08-17.26) <0.001
Salmonelia enterica 15 6 21 (6) NS N.§
Campylobacter jejuni 4 0 4 (1) NS N.S
E.colit 103 43 146 (38) 2.89(1.51-5.56)  0.0009
No patdgenos aislados 119 28 147 (39)
Sin desarrollo bacteriano 17 6 23 (6)
Total 268 112 380
(%) n (29 (100)

*R.M= Razdn de momios ¢ intervalo de confianza de 95%.

**P por prucba de probabilidad exacta de Fisher.

MN.5 = Nao significativo

t Para este estudio no se caracterizaron las formas patogénicas de las cepas de E.coli.
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DIARREA CON SANGRE

En los 380 casos de diarrea aguda se detectaron en 11(3%) enfermedades de diarrea con sangre; 5
por Shigella, 5 por Salmonella enterica y 1 por E.coli (Tabla 4). Al realizar el anilisis Shigella (p=
0.03} y Salmonella enterica (p=0.002) se asociaron significativamente con disenteria, comparados
con el resto de los aislamientos. La posibilidad de que Shigella se asocie a diarrea con sangre es
cuatro veces mayor que para el resto de bacterias aisladas (R.M= 4.04). Asimismo Salmoneila
enterica tiene nueve veces mayor probabilidad de asociarse a diarrea con sangre, comparada con el
resto de los aislamientos (R.M=9.53). Para Campylobacter jejuni no se presento ningin caso de
disenteria, por lo que el andlisis estadistico mostré una proteccién contra la posibilidad de presentar
diarrea con sangre, en comparacién con el aislamiento de otros enteropatégenos (R.M =0.04). E.coli

no fue asociado con disenteria.

Tabla No.4 Aislamiento de enteropatégenos bacterianos en diarrea aguda con sangre y sin sangre.

Diarrea Diarrea

Organismo con sangre sin sangre  Total R.M* p**
Shigella 5 34 39 4.04 (1 - 16015) 0.03
Saimonella enterica 5 16 21 9.53(221-41) 0.002
Campylobacter jejuni 0 4 4 0,04(0.002-0.29) <0.001
E.coli 1 145 146 N.S NS
No patégenos aislados 0 147 147
Sin desarrollo bacteriano 0 23 23

Total i1 369 380

(%) (3) (97) (100)

*R. M= Razon de momios e intervalo de confianza de 95%
**P por prueba de probabilidad exacta de Fisher.
N.S= No significativo

La calificacién establecida para diferenciar diarrea leve de diarrea moderada-grave no se asocié a la
presencia de alguna bacteria enteropatégena en particular, a pesar de que los aislamientos fueron
mas frecuentes en [os casos de diarrea moderada-grave (Tabla 5).

Tabla No. 5 Aislamientos de acuerdo a la evaluacién de la gravedad de! episodio diarreico.

Organismo Diarrea leve Diarrea moderada-grave Total p*
Shigella 2 37 39 NS
Salmonella enterica 3 18 21 N.S
Campylobacter jejuni 1 3 4 N.S
E. coli 9 137 146 N.S
No patdgenos aislados 7 140 147
Sin desarrollo bacteriano 2 21 23
Total 24 356 380

(%) (6) (94) (100)

1 P por prueba de probabilidad exacta de Fisher,
N.5= No significativo
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DISTRIBUCION ESTACIONAL

La enfermedad diarreica en nifios hospitalizados presentd mayor prevalencia en los meses de
diciembre a encro, abril a mayo y julio a agosto. Esta prevalencia se logro representar de manera
semejante entre los casos reclutados al estudio (fig. 1). El andlisis de prevalencia por mes, de
acuerdo a las bacterias enteropatégenas aisladas, muestra que Shigefla tuvo una distribucion
estacional con mayor nimero de aislamientos en los meses de junio, julio y agosto; Salmonella
enterica, Campylobacier jejuni y E.coli se presentaron durante todo el afio sin predominio
estacional (fig. 6).

La probabilidad de infeccidn por Shigella es cuatro veces mayor en primavera — verano (R.M=

4.37) que en las demas estaciones del afio (Tabla 6). Salmorella enterica, Campylobacter jejuni y
E.coli no fueron significativos de acuerdo a la estacionalidad.

Tabla No. 6 Distribucién estacional del aislamiento de enteropatégenos bacterianos,

Organismo Primavera— Verano  Otoflo —Invierno Total RM*  P**
Shigella 30 9 39 437 0.0003
Salmonella enterica 10 il 21 N.S N.S
Campylobacter jejuni 1 3 4 N.§ N.S
E.coli 63 83 146 N.S N.8
No patdgenos aislados 61 86 147

Sin desarrollo bacteriano 13 10 23

Total 178 202 380

(%) 47} (53) (100)

R. M= Razén de momios
** P por prucba de probabilidad exacta de Fisher.
N.§ = no significativo

Los factores de temperatura y humedad ambiental en los meses de junio, julio y agosto tuvieron
relacién con la mayor prevalencia de Shigella. Al realizar el anilisis estadistico se encontrd
asociacidn significativa entre la humedad y la presencia de Shigella (p=0.05). Para los géneros
Salmonella enterica y Campylobacter jejuni no se mostrd una relacién con estos factores
ambientales, debido al bajo aislamiento de los mismos (fig. 7).

23




No. de casos

<o

— Shigella

B Salmonella

W Campylobacter jejuni
M OF.coli

VAT LSS A AL LS LS AT AL LA LS A LSS LIS

VLSLISLSV D

éj i ﬁéljgi all sl Nl N L

r T

Oct. Nov. Dic. Ene. Feb. Mar. Abr. May. Jun. Jul. Ags. Sep.

Meses
Figura6. Niimero de aislamientos de enteropatdgenos bacterianos de acuerdo al mes de infeccion.




R Campylobacter jejuni E=: Salmonella Shigella =8—Temperatura max.
=&=Temperatura min, —8—Humedad max. —— Humedad min.
100

90 +—-& P
BERN S T

NN /

80 W

50 -

Frecuencia (%)

Ziﬂ\ T

20 -

Qct. Nov. Dic. Ene. Feb. Mar. Abr, May. Jun. Jul. Ags. Sep.

Meses
Figura 7. Factores climéticos y su relacion con la presencia de bacterias enteropatdgenas. Humedad min. Vs, Shigelia p=0.05

Y4



DISCUSION

En el presente trabajo se estudié la morbilidad por diarrea aguda en nifios hospitalizados en la
Ciudad de México, para ver la prevalencia de bacterias enteropatdgenas. Se observo durante el
periodo de estudio que ¢l diagndstico de laboratorio presentd de manera global una disminucién en

la incidencia por enteropatbgenos bacterianos, debido al incremento de otros patégenos no
bacterianos,

Se compard la prevalencia de bacterias enteropatégenas con la edad, presencia de diarrea con
sangre, asi como ia estacionalidad y algunos factores ambientales.

El sexo no se asocié con la morbilidad por enfermedad diarreica aguda; en la literatura se ha
reportado que a pesar de existir una diferencia marcada por el sexo masculino, que pareciera ser
mas susceptible a la enfermedad, no presenta alguna relacion (Ayala, 1997). El periodo de vida
donde se presentd mayor morbilidad por diarrea aguda fue en los primeros 2 afios de edad.
Gutiérmrez (1998) menciona que se debe a que los nifios menores de 1 afio presentan un riesgo
elevado para contraer infecciones debido a la incapacidad relativa de su funcién inmunoidgica, dado
que al afio de edad la proporcién de inmunoglobulinas apenas llega a ser del 40% en relacién con
nifios mayores y adultos, situacién que favorece complicaciones intestinales y proliferacién
bacteriana. Los nifios entre 1 y 2 aflos se encuentran en el destete definitivo, por lo que son
susceptibles a la enfermedad si no se tienen cuidados de higiene (Motarjemi et al., 1994).

Las técnicas empleadas en ¢l estudio para la identificacién de bacterias son rapidas y seguras. En la
practica de laboratorio es factible emplear pruebas bioguirnicas y la serologia sélo se aplica como
examen confirmatorio o con propdsitos epidemiol6gicos, como en nuestro caso.

El aislamiento de bacterias enteropatdgenas fue de 17%, menor al reportado en otros paises y en
México. En Pert reportan 34% de aislamiento de enteropatégenos bacternianos (Cama et al., 1999),
en Bangladesh hasta el 59% (Faruque et al., 1993) y en México del 25% al 40% en diarrea aguda
(Luna, 2000; Morayta et al., 1993). El bajo aislamiento obtenido en nuestro estudio se atribuye
€OIMO ya se menciond a una mayor prevalencia de otros enteropatégenos no bacterianos.

Los gérmenes bacterianos que son aislados con mayor frecuencia en diarrea aguda incluyen a E.coli
(ETEC), Shigella, Saimonella, Campylobacter jejuni y Aeromonas, (Bardhan et al, 1998 y
Kingamkono et al., 1999). Esto coincide con nuestro estudio donde se identificaron a E.coli, tres
especies de Shigella (5. sonnei, S. flexneri, S.boydii), Salmonelila enterica y Campylobacter jejuni.
No se aislaron cepas de Vibrio, Aeromonas y Plesiomonas.

Las infecciones por E. coli son probablemente las enfermedades mas frecuentes en los paises en
desarrollo y la causa de hasta 25% de todos los cuadros diarreicos. Es de los primeros colonizadores
del intestino del recién nacido. Esta bacteria puede adquirirse de la microflora fecal de la madre
durante el parto o por via fecal-oral puede haber contagio de madre a hijo. Las manos contaminadas
del personal (enfermeras) pueden transmitir los otganismos a lactantes. Esto explica perque en este
estudio encontramos una alta frecuencia de aislamiento (38%) de esta enterobacteria. Actualmente
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se han desarrollado métodos para e! conocimiento de enteropatogenos invasivos, como las pruebas
que permiten la serotipificacién de cepas de E. coli; asi como conocer su capacidad invasiva
mediante la inoculacién en animales de experimentacién (Pezzarosssi y Blanco, 1994). Sin
embargo se requicre de mayor tiempo para su estudio por lo que no se incluyd en nuestro trabajo la
identificacién de los grupos y su actividad patégena, ya que forman parte de oira investigacion.

En lo que respecta a Shigella los resultados de estudios microbiolégicos efectuados en hospitales
pediatricos han confirmado que representa una de las principales causas de enfermedad diarreica
aguda (Ramirez et al., 1996) debido a que es un importante problema sanitario en los paises en
desarrollo y causa del 10 al 15% de las diarreas agudas en menores de 3 afios (Motarjemi et ai.,
1994). Como se esperaba, de las bacterias enteropatégenas identificadas en nuestro estudio Shigelia
fue él genero miés frecuentemente aislado de las muestras analizadas y se encontrd dentro del
porcentaje esperado (10%).

Un estudio realizado en Cuba, identificé a Shigella flexneri y Shigella sonnei como los serogrupos
de mayor prevalencia (Cabrera et al., 1998"), refiriéndose la semejanza de estos resultados con los
obtenidos en nuestro estudio y con otros realizados en México en afios anteriores (Morayta er al.,
1993; Ayala, 1997; Luna, 2000). La Organizacién Mundial de la Salud {OMS) plantea para paises
en desarrollo que en la medida en que aumente el nivel general de higiene, serdn poco frecuentes las
infecciones por Shigella dysenteriae y Shigella boydii y mas comunes las infecciones por Shigelln
Slexneri y Shigella sonnei comportamiento similar al de las dreas desarrolladas. Esto muestra que las
especies de Shigella han empezado a cambiar en nuestra poblacién, este cambio se cree que se debe
a mejores estandares de vida y de higiene, los cuales tienden a seleccionar organismos menos
patdgenocs.

Entre los grupos bacterianos ampliamente distribuidos en la naturaleza con gran potencialidad para
causar enfermedad diarreica aguda, se encuentran los microorganismos pertenecientes al género
Salmonella, mismo que representan un problema de salud. En Cuba se identificé a Salmonella
enterica como ¢l segundo serotipo més frecuente (Cabrera et al., 1998b), nosotros lo encontramos
como ¢l tinico serotipo. En Australia se aisld Salmonella enterica como ¢l segundo enteropatégeno
bacteriano mas frecuente (Bamnes er al., 1998) al igual que en nuestro estudio. En cuanto a la
frecuencia de arslamiento de Salmonella enterica resultd similar (6%) a la reportada por Ayala en
1997 (7.5%) y Luna en el 2000 (7.3%).

Campylobacter se ha encontrado en varias regiones del mundo como causante de diarrea aguda,
pero predomina en paises en desarrcllo donde es el agente causal en 3 a 15% o maés de las
gastroenteritis. Este microorganismo se identifica cada vez con mayor frecuencia debido a que las
técnicas para su cultivo ¢ identificacién han progresado y representa una de las causas comunes de
diarrea (Huilan y Zhen, 1991). Sin embargo la frecuencia de aislamiento de Campylobacter jejuni
fue de 1% menor a la reportada en estudios previos realizados en México (Morayta et al., 1993).
Esto se debié tal vez a que en la materia fecal se presentd un bajo nimero que no fue detectado.
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No obtuvimos ningin caso de V. cholerae y esto pudo deberse a varios factores. Lezama-Basulto er
al.,, 1993 y Zavala er al., 1999 mencionan que €l célera es una infeccién intestinal bacteriana aguda
y que el grupo de edad mas afectado es ¢l de 25 a 44 afios y la relacion con pacientes en edad
pediatrica es escasa; sin embargo Zavala y colaboradores encontraron un caso de célera en un nifio
recién nacido debido a contaminacion con las heces de la madre durante el paso del nifio por el
canal del parto. Por otro lado el diagnéstico ciinico de célera en lactantes es dificil, debido a que
existen otros agentles como rotavirus o Escherichia coli enterotoxigénica capaces de producir un
cuadro clinico muy parecido. La confirmacién mediante bacieriologia convencional de un caso
sospechoso o la deteccién mediante coprocultivo de un caso no sospechado ocurre generalmente
cuando ya ha desaparecido la fase critica de la enfermedad y el paciente ha sido mangjado de
acuerdo al juicio clinico del médico (Miranda-Langschwager ef al., 1993).

Estudios realizados en México identificaron un bajo porcentaje de deromonas en diarea aguda
(Ayala, 1997). Murray en 1997, menciona que el aislamiento de este patdgeno es menor al 3%; en
nuestro estudio no se reporto ningln caso asociado a esta infeccién. Luna en el 2000, no obtuvieron
ningin aislamiento al igual que nosotros. Pezzarossi y Blanco mencionan que la especie mas
frecuente es A. hidrophila; sin embargo en nuestro pais no se encuentra en alto porcentaje, debido a
que se asocia con menor frecuencia a diarrea aguda.

En México esta reportado para Plesiomonas una baja frecuencia (Valdespino er al., 1994} y en
nuestro trabajo no se obtuvo ningtn aislamiento. Se ha reportado que este microorganismo se
encuentra en aguas saladas y se adquiere con ¢l consumo de mariscos crudos, en particular ostras y
camarones (Murray et al., 1997). Por lo tanto es méas comun en zonas donde el consumo de
productos marinos es muy elevado.

En 6% de los casos no se¢ presento desarrollo bacteriano ya que algunos patégenos no son
detectados porque el nimero es insuficiente en la muestra. En nifios menores de 6 meses de edad
influye que adquieren anticuerpos de la madre y estos reducen rapidamente los microorganismaos, el
nivel s bajo y no es detectado (Pezzarossi y Blanco, 1994).

En cuanto a la frecuencia de los aislamientos con respecto a la edad Shigella presento una alta
incidencia en nifios mayores de 2 afios, la posibilidad de infeccién fue siete veces mayor a esa
edad, que en nifios menores de 2 afios; estos resultados coinciden con los reportados por Ayala en
1997 y Luna en ¢l 2000 en estudios similares realizados en la Ciudad de México. La infeccidn por
este microorganismo €s comtn durante el periodo de destete, debido a la contaminacién de
alimentos. Pocas veces la enfermedad afecta a nifios menores de 6 meses.

Todos los grupos de edad estan expuestos a la infeccién por £.coli. Una pesible via de exposicién
es la ingestion de comida contaminada (Adlerberth et af, 1998), se ha asociado con ciertos
alimentos de destete (Motarjemi et al,, 1994). Asi, en Bangladesh, observaron que 41% de las
muestras de productos alimenticios suministrados a nifios en edad de destete contenfan £. coli,
aproximadamente la ntitad de las muestras del agua para bebida también estaban contaminadas por
esta bactena (Henry et 4., 1990). Nosotros obtuvimos que los menores de 2 afios presentan mayor
riesgo a la infeccion, debido tal vez, a que esta bacteria es de los primeros colonizadores del
intestino  del recién nacido, puede adquirirse de la microflora fecal de la madre durante el parto o
por via fecal-oral y puede haber contagio de madre a hijo. Las manos contaminadas del personal
(enfermeras) también pueden transmitir los organismos a lactantes.
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En la literatura se menciona que Salmonella es mas frecuente en nifios menores de | afio (Barnes ef
al., 1998); por el contrario nosotros obtuvimos una tendencia a incrementar conforme aumento la
edad, pero no encontramos diferencia al comparar entre menores y mayores de 2 aftos. [.a tendencia
a incrementar conforme aumenta la edad se asocia con contaminacién por alimentos y los nifios
mayores de 2 aflos estan mds expuestos que los menores a esta edad.

Albert y colaboradores mencionan que Campylobacter es més frecuente en nifios menores de 1 afio;
sin embargo en nuestro estudio no fue asociado con la edad, debido al bajo mimero de aislamientos
obtenidos para este enteropatdgeno.

Para nuestro pais se encuentra reportado que el 10% de diarreas agudas comresponden a diarrea con
sangre (Torregosa, 1996, Valdespino et al., 1994). Nosotros observamos 3% en diarrea con sangre
de aistamiento de enteropatégenos bacterianos. Consideramos que este porcentaje es el esperado si
tenemos en cuenta que la poblacidn no fue seleccionada solo para identificar patgenos en casos de
diarrea con sangre, a diferencia de los estudios realizades en México, donde seleccionan su
poblacidn con esta caracteristica reportando del 50 al 70% de aislamientos, que solo corresponden a
diarrea con sangre (Benitez ef al., 1991; Suérez-Hoil et al., 1993; Torres et al., 1995). De acuerdo a
resuitados de estudios previos realizados en México, se confirma la presencia de patdgenos tales
como Shigella y Salmonella, que fueron significativamente asociados a niflos que presentaron
disenteria; Dutta y colaboradores en 1999 encontraron estas diferencias significativas para ambos
géneros.

Ningin aislamiento de Campylobacter estuvo asociado a diarrea con sangre, esto fue posiblemente
debido al bajo aislamiento para este género, ya que en la literatura se tiene reportado a C. jejuni
como uno de los principales enteropatégenos asociados a sangre en las evacuaciones (Torrres et al.,
1995). Sin embargo, se encontrd que los nifios infectados por esta bacteria presentan proteccion
contra la presencia de sangre en las evacuaciones. Para E.coli s6lo se encontrd un caso asociado a
diarrea con sangre, pero no podemos deducir nada debido a que no se identificé su forma
patogénica.

Para este estudio las infecciones por enteropatégenos bacterianos no estuvieron asociadas con la
calificacién que se utilizo para diferenciar diarrea leve, de diarrea moderada-grave. En un estudio
realizado en Calcutta, encontraron que las caracteristicas clinicas: duracién de diarrea, frecuencia de
diarrea, presencia de vomito, fiebre y deshidratacién no presentaron diferencias significativas entre
diarrea aguda y diarrea con sangre (Dutta er af.,1999). Estas caracteristicas fueron las mismas que
se consideraron en nuestro estudio.

Un brote suele definirse como la presentacién de dos a més casos de enfermedad en la poblacién
(Escartin, 1998). Por lo tanto se presentaron brotes de la enfermedad diarreica en los meses de
diciembre a enero pero estos brotes no estuvieron asociado con infeccidn bacteriana, ya que esta es
mas frecuente en meses calurosos y no en meses frios. Esto coincide con los datos de mortalidad,
donde en los Gltimos afios en México se han viste cambios importantes; uno de ellos es que los
brotes de infecciones intestinales en los meses célidos han disminuido drasticamente y se empieza
a manifestar una mayor frecuencia en los meses de inviemo debido a la presencia de otros
microorganismos enteropatdgenos (Sandoval, 1996). En contraste los meses de julio a agosto se
asociaron con infeccion bacteriana,
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La distribucién de enteropatégenos por época del afio encontrada en este estudio, nos indica que
Shigella fue mas frecuente en los meses de junio, julio y agosto, esta estacionalidad fue la misma
encontrada por Benitez y colaboradores en 1991. Salmonella, Campylobacter 'y E.coli no
presentaron tendencia estacional, Ayala, reporta a Campylobacter en primavera-verano, Salmonella
en finales de verano y principios de otofio,

En Bangladesh, en un estudio observaron que durante la temporada de iluvias, con el aumento de la
temperatura ambiental también aumentd el nivel de contaminacién por alimentos. Los alimentos
estaban contaminados por materia fecal y podia por lo tanto, ser vehiculo de los gérmenes
patégenos méas a menudo transmitidos por via fecal u oral, incluidos Shigella y V. cholerae (Henry
et al., 1990). Nosotros observamos que la infeccién por Shigella es mas frecuente en primavera -
verano que en las demis estaciones del afio, ya que son estaciones calidas y secas que permiten el
desarrollo de bacterias en los alimentos. Los factores ambientales de temperatura y humedad
tuvieron relacion con la presencia de Shigella. En el anélisis estadistico s6lo se encontrd asociacién
cuando la humedad con la presencia de Shigella. Para los géneros de Saimonelia y Campylobacter
no se mostro una relacion con estos factores debido al bajo aislamiento de los mismos.
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CONCLUSIONES

1.- El sexo no se asocia con la morbilidad por diarrea aguda.

2.- La mayor incidencia de la enfermedad ocurre en los primeros dos afios de edad que
posteriormente disminuye conforme aumenta la edad.

3.- Las bactenas enteropatégenas mas frecuentes son: Shigella, Salmonella y Campylobacter. Para
el género Shigella se identificaron tres especies: S. sonnei, S. flexneri y §. boydii. Las cepas
aisladas de Salmonella corresponden 2 la especie S. enferica, en Campylobacter se identifico la
especie C. jejuni. E. coli presenta en un alto porcentaje pero no se incluyo en este estudio la
identificacion de la actividad patogénica de sus grupos.

4.- La diarrea por Shigella es més frecuente en nifios mayores de 2 afios, en contraste E. coli es mas

frecuente en menores de 2 aftos. C. jejuni y §. enterica no se asociaron significativamente con la
edad.

5.- Shigella y Salmonella se asocian a diarrea con sangre con mayor frecuencia que otras bacterias
enteropatdgenas. Para Campylobacter jejuni la enfermedad adquirida confiere una respuesta
protectora en contra de la presencia de diarrea con sangre.

6.- La diarrea asociada a Shigella presenta distribucion estacional en los meses de junio, julio y
agosto. Saimonella, Campylobacter y E.coli se presentan durante todo el afio sin predominio
estacional.

7.- Shigella tienc mayor incidencia en primavera-verano y la infeccién por este germen esta
asociada con el aumento de la humedad.

8.- Los resultados obtenidos en este estudio pueden ser utilizados como diagnostico preventive,
analizando que Shigella se presenta con mayor frecuencia en mayores de dos aifios, se asocia con
sangre en las evacuaciones, se presenta en los meses de junio, julio y agosto y cuando la humedad
aumenta.
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ANEXO 1

PADECIMIENTO ACTUAL

SIGNOS Y SINTOMAS PUNTOS CALIFICACION

DURACION DE DIARREA
1- 4 DIAS 1
5 DIAS 2
> 6 DIAS 3

NUMERO DE EVACUACIONES/24h
MAXIMO
1-3
4-5
>0

o b2 —

DUARACION DEL VOMITO
0 DIAS
1 DIA
2 DIAS
>3 DIAS

W= o

NUMERO DE VOMITOS724h
MAXIMO
0

2-4
=9

—
L B O

FIEBRE
<37.0°C
37.1-38.4°C
38.5-38.9°C

>39°C

W= o

DESHIDRATACION
NO
SI
CHOQUE

MNO

TRATAMIENTO
REHIDRATACION i
HOSPITALIZACION 2
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ANEXO 2

PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE MEDIOS CON ANTIBIOTICOS.

Sangye de Carnero_con Antibidticos

t vial con 100 mg de Ampicilina.

Disolver en 10 mi de agua destilada estéril y alicuotar en voliimenes de 1 ml en tubos
estériles. Congelar todas las alicuotas a ~20°C hasta su uso.

Cada alicuota (1ml) sirve para preparar 1 000 mi de medio.

Medio de Carbén con Antibidticos para aislamiento de Campylobacter

1 vial con 355,5 mg de Cefoperazona
1 vial con 1 000 mg de Cicloheximida
1 vial con 100 mg de Vancomicina

Preparar una solucién de agua destilada estéril- Acetona (1:1)

Disolver los 3 antibiéticos de la solucion anterior en un contenedor estéril.

Reaiizar alicuotas de 5 ml en viales estériles. Congelar las alicuotas a —20°C hasta su uso. Cada
alicuota (5ml) sirve para preparar 1 000 m] de medio.

NOTA: Las alicuotas y los medios ya preparados deben resguardarse de la luz (Envelver en papel
¢starfio).
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