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INTRODUCCION

El sindrome diarreico es una manifestacién clinica de patologlas
diversas, y se define como el Incremento en la frecuencia de
evacuaciones liquidas o semiliquidas en relaclén al patrén usuval de
cada individuo. Este problema se encuentra asociado en la mayor parte
de 1los casos, con agentes bacterianos, parasitarlos, virales y
micéticos, como etlologla dnica o méltiple (1,2).

El control de este problema de salud se ha basado
fundamentalmente en la mejorla del medlo ambiente donde vive el nific y
en el tratamiento oportuno y adecuado del proceso agudo para impedir
las complicaciones causadas por la enfermedad gque pudieran provocar al
niflo 1la muerte (3).

Un estudio realizado por la OMS en 1988 indica que 1.3 mil
millones de episodios de diarrea ocurren cada afio en nifios menores de
cinco aflos de edad en Asia (excluyendo China), Africa y América Latina
de los cuales 4 millones de nliffos en este grupo de edad mueren
anualmente de dlarrea; y que 80% de estas muertes ocurren en los dos
primeros afios de vida (4).

Es importante destacar que en muchos casos las complicaciones por
gastroenteritls ocurren no séloc en 1os pacientes que carecen de
atencién médica oportuna, sino tambidn en aquellos gque reciben
tratamientos I(nadecuados, uso indiscriminado de antibidticos, los
cuales en ocasliones no solo no mejoran el proceso sino que pueden
agravarlo al prolongar el estado de portador (1).

En la Cludad de México muchos niflos presentan de 3 a 5 cuadros de

diarrea al affo con un promedio de 2.7 por nific (5). En poblaciones



rurales, el 98% de 1los menores de un affo presentan 3 cuadros en
promedio en el curso de su primer affo de vida y otros 3 en el curso
del segqundo (3).

Hasta la década de los 60's la etiologla de los casos de diarrea
fue obscura, excepto para epldemias (6). En México, 1los problemas
gastrointestinales causados por bacterlas son de primera importancia y
las enterobacterlas, tales como Salmonella, Shigella o© serotipos
enteropatéqgenos de £. coli son la causa principal de este tipo de
gastroenteritis en nifics y adultos . Un gran nuimero de casos fueron
considerados tradicionalmente de etiologla viral o desconocida por
carecer de metodologla adecuada, sin embargo esta situacién ha
cambiado actualmente, en particular por la ldentificacién Qe
Rotavirus, otros patdgenos bacterianos, as! como de otros protozoarios
implicados.

De los cuadros enterales diagnosticados clinicamente, sélo en la
mitad de ellos es posible fdentificar un germen causal, ya sea por
coprocultivo o por estudio coproparasitoscépico . Por eaeste motivo
cerca del 40% de pacientes quedan sin diagnédstico etiolégico . Esto se
puede deber, en clierta medida, a gue no se lleva a cabo una bédsqueda
de todos los posibles agentes causales (7,8,9,10).

Cravioto y «cols., investigando este problema en una poblacién
rural, refieren haber aislade al! menos un posible agente causal en el
74 al 84% de pacientes menores de un affo que cursaron con diarrea los
dos primeros afios de vida (3).

Pickering y cols. en 1978, realizaron un estudio comparativo
entre nifios gue asistleron a centros hospitalarios de México y

Houston, encontrando que los gérmenes ajslados mas frecuentemente



fueron Shigella, Salmonella y Rotavirus, también encontraron titulos
elevados de anticuerpeos en suero contra toxina termolablil de E. colil
(9).

En 1980 Morales-Castillo y cols., en un estudio de 256 nifios de
poblacién urbana aislaron con mayor frecuencia Rotavirus y £. coli
enteropatégena asociados a dlarrea (11).

Cravioto y cols. durante 1982, estudiaron la etiologla de
gastroenteritis en una poblacidn rural mexicana, refiriendo que los
agentes causales encontrados con mayor frecuencia fueron: en menores
de un aflo, E£. coli enteropatégena y enterotoxigénica; mlientras que en
niffos de 12 a 18 meses, E. coli enterotoxigénica y Rotavirus (3).

Calva y cols. en un estudio realizado en 1983, en una poblacién
suburbana de 1la Cludad de México, buscaron dnicamente Campylobacter
sp., sin linvestigar otros agentes etlolédgicos capaces de producirc
diarrea, encontrando que el 60% de los nifios estudiados eran
portadores de este germen (5).

Mertens y cols., en un estudlo de 371 nifios con diaxrea y 121
controles realizado en Sri Lanka, publicado en 1990 encontraron que
Rotavirus fue el germen mads frecuentemente aislado, siguiendo Shigella
y luege Salmonells. Los casos con dlarrea tuvieron un alslamlento de
53.7% ¥y los controles soclamente 19.6% (12).

La importancia gque revisten 1las enfermedades dlarreicas en
nuestro medioc, sobre todo en la poblacién pedidtrica asistencial al
Servicio de Urgencias-Pediatrla del “Hospital Reglional 20 de
Noviembre®™ ISSSTE, fueron las causas gque motivaron el presente
estudio, cuyo desarrollo servirAd para establecer 1las nuevas técnicas

de identificacién microbiana utilizadas en este estudio.



GENERALIDADES

Los agentes etioldgicos mds frecuentes de la diarrea Infecclosa
son los virus, las bacterjas y los pardsitos; sélo en raras ocasliones
estdn implicados 1los hongos, 1los cuales causan problemas infecciosos
en individucs inmunocomprometidos. El1 proceso patolégico propiamente
dicho consta de tres fases (13):

1) La ingestién del microorganismo en cantidad suficiente que resista
las defensas naturales del huédsped presentes en el aparato
digestivo, como son la acldez gastrica, la capa de moco que cubre
la mucosa, el peristaltismo, la competencia bacteriana y la
inmunidad intestinal, posiblemente asociadas con coprecanticuerpos,
asl como factores inespecificos de resistencia y los epltopes
intestinales o sitlos receptores para la fijacién de los
microorganismos o fraccliones téxicas.

El tamafio de la dosis infecciosa minima varia con los distintos
agentes.

2) En una segunda etapa el germen tendrd gue colonizar el intestino y
multiplicarse en cantidades importantes antes de ejercer su accién
patdgena.

3) Finalmente, en la tercera fase entrard& en accién uno o varios de

los tres mecanismos de virulencia bAdsicos que poseen los
microorganismos enteropatégenos:

a) produccidén de enterotoxinas

b} invasividad

c) capacidad de adherencia



Los microorganismos enteropatégenos poseen diversos factores de
virulencla, que participan en el proceso infecci{oso, como se describe

en el cuadro 1.

Cuadro 1. Factores de virulenclia presentes en enteropatédgenos.

FACTOR HICROORGANISHO
Pactores de colonizaciédn CFA/I £. coli (ETEC)
CFA/1L
CFA/IIL

CFA/IV (antes E-8775)

~Enterotoxinas: CT V. cholereae

LT £. coll (ETEC)
STa E. coll (ETEC)
STb E. coll (ETEC)
ST-A Shigella

ST-B Shigella

LT C. difficile

ST Y. enterocolltica
LT Campylobacter

Exotoxinas# Cltotoxinas: E. coll (serotipos
de EPEC)

EHEC-0157

§. dysenteriae 1 y
otras Shigella,

C. difficile-toxina B
Toxinas

“Neurotoxlinas: C. botulinium
S. aureus
3. cereus

Endotoxinas: Salmonella

Invasividad Shigella, Salmonella
Campylobacter, EIEC
Y. enterocolltica

Adherencia ETEC, EPEC, EAEC

a) Las toxinas se clasifican en dos grupos: exotoxinas constituidas

por proteinas de sintesis bacteriana y endotoxinas que son elementos



constitutivos de la  pared celular formados por fosfollpidos y

pollsacézicbs (14,15), Las exotoxinas se clasifican a su vez en tres

grupos:

1) Neurotoxinas: algunas de estas toxinas son elaboradas por bacterias

2

como Clostridium botulinium, Staphylococcus aureus, o Bacillus
cereus.

Enterotoxinas: se ha denominado as! porque su actividad toxica
tiene efecto en la porcién entérica. La primera enterotoxina
descrita fue la de V. cholerae que produce un aumento cn los
niveles de AMPc intracelular en células intestinales, incrementando
la secrecidn de liquido extraintestinal. Algunas cepas de E. coll

enterotoxigénica producen una enterotoxina muy similar a 1la

descrita

3

b

en V. cholerae. En algunas especies de Salmonella, asl como de
Klebsiella, Clostridium perfringens, Shigella dysenteriae y B.
cereus se han descrito también la produccién de enterotoxinas.
Citotoxinas: se ha observado que estas son capaces de destrulr las
células de mamlferos; son producidas por varias especies de
Shigella, Clostridium perfringens, Vibrio parahaemolyticus, S.
aureus, Clostridium difficile y por algunos serogrupoes de £. coll.
Invasividad: Clertas bacterias como Shigella, Salmonella,

Yersinia enterocolitica, Campylobacter y £E coli enteroinvasiva
(EIEC) poseen habilidad, no solo de colonizar el intestino si

no de penetrar la mucosa intestinal y multiplicarse en el tejido
epitelial dando origen a lesiones inflamatorias locales.
hparentemente este mecanismo invasivo constituye el factor de

virulencia esencial en la patogenia de estas infecciones. Ademas



del poder Invasivo, algunos de estos gérmenes elaboran diferentes
Lipos de toxlinas, cuyo papel en el proceso patolégico no es claro
(16,17,18).

c

-

Capacldad de adherencia: Se ha encontrado que algunas cepas de E.
coll son capaces de adherirse a la mucosa {ntestinal, alterando

la

funcién de las vellosidades intestinales., E1 fenémeno de adhesién

puede demostarse "in vitro®" en células adrenocarcinoma de ratén

(HEp=-Z) en cultive (13).

Escherichilia coll

Se encuentra habitualmente en el tubo digestivo del hombre y de
los animales, predominando en el colon. Es un baclle gram negativo, no
produce esporas. E. colf se ha agrupade en clnco grupos de acuerdo a
su mecanlismo patogénico (20).

A) £. coll enteropatogénica (EPEC)

B} E. coli enterotoxigénica (ETEC)

C) E. coll enteroinvasiva (EIEC)

D) E. coli enterohemorrdgica (EHEC)

E) E. coli entercadherente (EAEC)

A) EB. coli enteropatogénica (RPRC)

La identi{flcacién de estas cepas se realiza por medio de la
tipificacién de los antigenos somdticos (0), flagelares (H) y
capsulares (K) de la bacteria segan el esquema descrito por Kauffman
en 1947 (21).

S5e han descrito dos tipos de mecanismos por las cuales las EPEC



pueden producir dafio:
1} la capacidad de adhesidn a la mucosa Intestinal, 2) la produccién
de cltotoxlinas.

La capacidad para adherirse al tejido epitelial ha sido uno de
los atributos de patogenicidad Importantes descritos en las bacterlas
ya que permite la colonizacién del tejido en donde causan dafio.

En 1979 Cravioto y cols,, describlaron que el 80% de las EPEC
aisladas de epidemias de cuneros tenlan la capacidad casi exclusiva de
adherirse "in vitro"™ a «células HEp-2 en «cultivo . La capacidad de
estas cepas de adherirse a los receptores de las cdlulas epitelliales
se confirmd en blopsias intestinales de nifios con diarrea severas y
prolongadas que presentaban microcolonias bacterianas adheridas
focalmente al epitelio intestinal (1%9).

Levine en wun artlculo publicado en 1985, encontrd gue exliste una
relacidn directa entre adhesividad de EPEC a células HEp-2 y 1la
presenclia de diarrea en voluntarios humanos inoculados oralmente con
estas cepas {23).

El control gendtico de esta capacidad adhesiva reside en
pldsmidos, los cuales codifican para la preoduccién de una adhesina no
fimbriada que se encuentra en la parte extericry de la membrana celular
de esta bacterja, por medio de 1la cual se adhlere a receptores
especl!ficos de la cdlula intestinal (23).

En cuanto a la produccidn de toxinas, estudios realizados en
cepas de £, cpli han demostrade su presencia y sus efectos en
diferentes tejidos animales.

Konowalchuk y cols. en 1577, encontraron que los filtrados de los

cultivos de algunos serotipos de £. col! eran capaces de destrulr las



cdlulas de rifién de mono verde africano {(Vero) y gue este efecto era
diferente al produclido por las cepas enterotoxigénicas de E. coll gue
sélo cambiaban la forma de las células (efecto citoténico) sin
destruirlas. Esta toxina VT es similar a la citotoxina neurotdxica
producida por Shigella dysenteriae 1; la relaciédn que tiene la toxina
VT con diarrea producida por EPEC sique siendo obscura ya que no todas
las cepas pertenecientes a estos serotipos la producen (24,25}).
Actualmente se llevan a cabo estudios para Investigar s! 1la
presencla de VT y la adhesividad a células HEp~2 se encuentran

asociados a EPEC y si1 ambas son necesarias para produclr diarrea en

humanos .

B) Z. coli enterotoxligénica (ETEC}.

Estas cepas son capaces de producir dos tipos de enterotoxinas,
una l4bil (LT) y otra estable al calentamlento (ST). Una misma
bacteria puede producir una o ambas enterotoxinas. La produccidn de
enterotoxinas no es suficiente para que una cepa ETEC produzca dlarrea
(26).

El microorganismo debe ser capaz de adherirse y colonizar Areas
de flujo rdpido en el intestino y competir con una gran cantidad de
gérmenes de la microbiota 1local. Para colonizar estas Areas del
intestino 1las cepas ETEC han desarrollado ap#ndices proteicos
superficiales denominados flmbrias gque 1les permiten adherirse a
receptores especificos en la célula intestinal. Estos factores son
especlificos para cada factor de colonizacién y probablemente
determinan la patogenicidad (26,27).

A estas estructuras fimbriadas se les ha 'denominado factores
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antigénicos de colonizacién (CFA) (37,38), que por su caracter
protelco son capaces de producir una respuesta Iinmune 1local ¥y
sistémica en el hospedero. Esta misma propledad permite la elaboracién
de antisueros especlficos contra estos factores en conejos, lo que
permite su deteccidn e identificacién serolégica en el laboratorio
(26).

También puede demostrarse la presencia de estos factores por
microscopla electrénica o por hemaglutinacién manosa-resistente (HAMR)
{26,27,28).

La informacién genética para 1la produccidn de estas fimbrias se

localiza en pldsmidos y puede ser transferida de una bacteria a otra
por el proceso de conjugaclién bacteriana (26).
En las cepas de origen humano, las estructuras fimbriadas o fibrilares
llamados CFA, se dividen en CFA/I, CFA/II, CFA/I1I y CFA/IV (antes
llamado E-8775). Los CFA descritos son lo que se conoce como
antigenos de superficie.

Las ETEC de origen animal presentan estructuras semejantes
llamados antlgenos, de los cuales el primer factor descrito fue el
K88, el cual se ha involucrado en la produccién de enteritis en cerdos
{28); otros factores adhesivos relacionados con produccién de diarrea

en animales son el K99, F41 y 987P (29,30,31}).

C) E. coli enteroinvasiva (RIEC}.

DuPont y cols. en 1971 describieron ciertas cepas de E£. coli que
causan formas de diarrea invasiva y dlsentérica con serotipos
distintos de ETEC y EPEC (17)., Se parecen a Shigella ya que no

tienen flagelos (por lo tanto son inméviles) no fermentan la lactosa
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y presentan reacclién cruzada con los antlgenos 0.

En conejos y cobayos inoculados experimentalmente con cepas de
EIEC se ha demostrade que la wulceraclién del Iintestino se debe a
lnvasién y reproduccién de estas cepas dentro del citoplasma celular
(21,32).

Las EIEC acttan penetrando la mucosa Ilntestinal, multiplicAndose
en el tejido y produciendo reaccidn inflamatoria y lesiones ulcerosas
con el consiguiente efecto de salida del liquido y electrdlitos, asl
como la presencia de sangre y moco en las heces.

El ataque de los microorganismos es en la base de las
microvellosidades donde penetrz a las células epiteliales.

La capaclidad invasiva del epitelio por cepas EIEC estd
determinada por la informaclén genédtica gque reside tanto en plasmidos
como en el cromosoma de estas bacterlas (33,34).

Al parecer esta capacidad es un proceso compllicado de interaccién
entre el microorganismo y receptores especlficos en la célula

epitelial del Intestino grueso, cuyo mecanismo auln se estd estudiando.

D} E. coli enterohemorrdgica (EHEC).

En este grupo de cepas de £. coli, la capacidad patogénica se ha
asociado con la presencia de colitis hemorrdgica en humanos.

Estas cepas no tlenen capacidad de producir ST ni LT, no
pertenece a 1los serogrupos EPEC cldsicos ni tiene capacidad invaslva.
La Ynica caracteristice patogénica que se ha descrito es la produccién
de grandes cantidades de VT en cultivos de células (35).

Estudios posterjores han demostrado que esta cltotoxina es idéntlca a

la toxina produclda por Shigella dysenteriae 1 (48).
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En la bisqueda de cepas similares en brotes de colitis
hemorrdgica se ha demostrado que cepas de E. coli del serotipo 0l145:H-
productoras de citotoxinas se pueden asocliar tambidn con esta
enfermedad. Cepas 0145 y 0157 productoras de Vero toxinas (VT) se han
aislado as! mismo de algunos nifios con s!drome urémico-hemolltico
{36). La participacién de VT en la fisiopatologla de estas

enfermedades audn no se conoce.

E) E. coli enterocadherente (RAEC).

Este qrupo es el mds recientemente descrito y su patogenicidad se
basa en su capacidad para adherirse a células HEp-2. Hasta el momento
se han descrito tres tipos de adherencia (37,38).
lo, Adherencia difusa.

20. Adherencia localizada.
3o. Adherencia agregativa (EA-AggEC).

Actualmente se sabe que la adherencla estd mediada por uno o
varios factores de adherencia las cuales estdn codificados por
pldsmidos y que esta propiedad estd aparentemente relacionada con la
enteropatogenicidad de estas cepas.

Diversos reportes apoyan fuertemente que la adherencia a células
HEp-2 puede ser un factor de virulencla en las cepas de £. coll
independientemente del serogrupo y gque las cepas de EAREC representan

otro grupo de E. coli productoras de dliarrea (39}.

Campylobacter
El género Campylobacter consiste en un grupo de bacilos finos

gram negativos, curvados en espiral, de 0.2 a 0.5 um de ancho y 0.5 a
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5 um de largo. Estos microorganismos pueden tener forma de coma, de
"s", de ala de gaviota., No forman esporas. Tlenen movilidad activa con
un caracterlstico movimiento como de sacacorchos, presentan un sélo
flagelo polar en uno o ambos extremos de la célula y esto puede ser 2
a 3 veces el largo de 1la célula, en ocasiones hay cepas inméviles
(40,41,42).

Las especies implicadas en patologla entérica humana son:
Campylobacter jejuni, Campylobacter colil y Campylobacter laridls (43).
La movilidad de Campylobacter aparentemente es un determinante de
patogenicidad, ya gque esta 1le permite colonizar 1la mucosa del
revestimiento gastrointestinal, donde se fijan para producir 1la
enfermedad, el flagelo es uno de los antl!genos mds importantes de 1la
composicién celular de Campylobacter (53}).

Poco es lo que se sabe sobre el mecanismo de patogenicidad de C.
Jejuni, €. coli y C. laridis, La presencla de sangre y leucocltos en
las heces de personas infectadas indica que el C. jejuni puede ser
invasor; sin embargo, tambidn se produce una forma secretora de
diarrea, especlialmente en nifios, lo cual sugiere la intervencidn de
una enterotoxina. Varios investigadores han informado sobre la
produccién de una enterotoxina de tipo colérico semejante a
enterotoxina termolabil de £. coli (41). Sin embargo Olsvik y cols.,
en sus estudios gendticos no detectaron genes para la produccién de
toxina colérica, ni para la enterotoxina termolabil (44).
Observaclones cllinicas han sugerido que la patogénesis de C. coli y C.
laridis es semejante a la del ¢, jejuni.

C. Jjejuni es sensible a la acidez gastrica, se considera que la

dosis infeccliosa minima puede {r de 500 a 1'000.000 de células
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bacterianas (45). Una vez venclda la barrera gdstrica, C. Jjejuni

necesita penetrar la capa de moco gue recubre la mucosa intestinal y

lograr su maltiplicaclién y accidén deletérea . Sin embarge, esta

bacterla no posee fimbrias o "plli" gue faciliten eskta tarea,

desconocléndose por el momento los factores especlficos de adherencia

que le permiten la colonizacién del intestino {(45).
Al lgual que en las enterobacterias, Campylobacter también posee

el lipopolisacdrido en su membrana externa gque confieren al germen

especificidad antigénica. Algunos trabajos menclanan la participacién

de este antlgeno en el proceso infeccioso, asi como en la respuesta

inmunolégica del hudsped (45,46). Los flageles de . Jejuni estan

constlituidos por proteinas antigénicas tipo especlificas; Y

aparentemente representan un factor Importante en la penetracldn del

moco Intestinal y su multiplicacidn en el mismo {45,47).

Para la diferencliacidn de las especies de C. jejuai, C. coli y C.

larldis y su biotipificacldn Skirrow y Benjamin (48), Hebert y cols.

{49}, proponen esquemas basados en la hidrélisis del hipurate, 1la

prueba rdpida de HzS y la hidrbdlisis del DNA, las cuales permiten su

diferenciacién, seflaladas en el cuadro 2.



15

Cuadzro 2.
Esquema de Blotipificaclén para €. jejuni, C. coll y C. laridis.

C. Jejuni C. coli C. laridis
BIOTIPO I XI 1IrI1xr v I I I II
PRUEBA:
Hidrélisis del Hipurato + o+ + o+ - - - -
Prueba rdpida de H2S - - + ot - - + ot
Hidrdlisis del DNA -+ -+ -+ -+

Tomado de National Reference Service for Campylobacter, Divisién of
Enteric Bacteriology, Laboratory Center for Disease Control, Otawa,
ontario, Canada.
Shigella

Shigella, es un bacilo delgado, no esporulado, inmévil, gram
negative, aeroblo que libera medliante autdlisis un antigeno somdtico
téxico gue posiblemente explique la intensa irritacién ocasionada en
la pared Intestinal (41).

La totalidad de las especles incluidas en el género Shigella
resultan patégenas para el hombre, y desde el punto de vista
antigénico se clasifican en cuatro especies que a su vez comprenden

varios tipos:

RSPECIE GRUPO ¥ TIPO
5. dysentariae A {1-10}
S. flexneri B {(1- 6)
S. boydii c (1-15)

S. sonnei b1 )
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Esta clasificacién se basa en las caracterlsticas bloquimicas y
antlgénicas. Su especificidad serolégica depende del polisacarido
(50).

Se ha demostrade gue los 4 grupos de Shigella contlienen plasmidos
de 120 a 140 megadaltons, que son requeridos por el microorganismo
para lnvadir las células epiteliales (51,52),

Las Infecciones por Shigella se llmltan casl siempre al tubo
gastrointestinal; es muy rara la invasién de la sangre, la dosis
infecciosa es menor de 10® microorganismos.

El proceso patolédgico esencial consiste en invasién del eplitelio
mucoso; la formacién de microabscesos en la pared del intestino grueso
y el lleon terminal produce necrosis de 1la mucosa, ulceracién
superficlal de la misma, hemorragia y formaclén de una "seudomembrana”
en la zona ulcerada (67).

Dos mecanismos han sido puestos a consideracién para expllicar las
manifestacliones clinicas: la produccién de enterotoxinas y la
capacidad de invasién del microorganismo.

En los wltimos afios la toxina de Shigella ha sido altamente
purificada y producida en cantldad suficiente para su estudio (68},

Shigella dysenteride tipo 1 (bacilo de Shiga) elabora una toxlna,
la cual posee las siguientes caracteristicas (69). Causa pardlisis
letal, citotoxicidad y =zctividad enterotéxica. Se encuentra entre los
agentes bloldgicos mds téxicos conocidos. Estd compuesto por dos
péptidos diferentes, 1los monémeros subunidad 1 A (PH=32.000} vy
subunidad 5 B (PH=7691 daltones) (68,69).

La estructura de la subunidad A de la toxina de Shiga es

semejante a3 la de la toxina del cdlera y la toxina termoldbil de £.
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coll, pero no hay cruce antigénico entre ambas. Se conoce por su
capacidad de |{nhibir la slintesis de proteinas de mamiferos, actuando
directamente sobre 1la unidad ribosomal 608 de la célula blanceo
t70,71).

La subunidad B es diferente a la de la toxina del célera y a la
toxina termoldbll de E. coli (68,69,72), y es responsable del enlace
de la toxlna al receptor de 1las células blanco por medio de 1la
interaccidn de un az#écar especlfico parecido a 1la lectina presente en
esta subunidad con el receptor de 1la toxina en la superficie de la
célula (70,73).

Se ha demostrado que los sueros de los paclentes con infecciones
poxr Shigella flexneri o Shigella sonnei desarrollan una antitoxina que
neutraliza los efectos citotéxicos de la toxina Shiga en células Hela
(74). La actividad toxica es distinta a 1a propiedad invasora de las
Shigella en caso de disenteria.

La respuesta de anticuerpos a la toxina de Shiga en el suero de
humanos infectados estd limitada a la cadena pesada de la IgM (75,76).

Se han visto que hay 2 tipos de variantes antigénicos entre la
familia de toxinas Shiga y tipo Shiga (77): 1lo. las toxinas que no
cruzan por neutralizacidn con un solo antisuerc de referencia, y 2o.
las toxinas que parclialmente cruzan por neutralizacidn, pero no son

antigénicamente idénticas.

Sailimonellas
La Salmonells es un bacilo mévil gram negativo que fermenta de
manera caracterl!stica 1la glucosa y la manosa, pero no fermenta la

lactosa ni la sacarosa, la mayor parte de las cepas de Salmonella
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producen HaS, produce dcido y/oc gas a partir de glucosa (54,64).

La gastroenteritls causada por Salmonella tlene especial
predominfo en la edad pedidtrica afectando principalmente a los
lactantes, la transmisidn ocurre a través de la ingestién de alimentos
contaminados y por medio del contacto c¢on portadores humanos Yy
animales domésticos. Esta bacteria se considera dentro de 1los
patdgenos de mds amplia distribucién en 1la naturaleza. El1 habitat
acostumbrado del género es el tracto gastrolntestinal de humanos y
animales; algunas cepas de Salmonella viven en los tejidos {78}

Estos microorganlismos invaden epitelio intestinal, adhiriéndose a
las vellosidades y provocando degeneraclidn parcial de las mismas. Una
vez que han penetrado, el dafilo causado a las vellosidades se repara
rapidamente, los mlcroorganismos se multiplican y se dlseminan por el
epitelio intestinal, penetrando la 1lamina propia 1lo qgue provoca una
reaccién inflamatoria aguda con infiltracien de PMN. La capacidad
invasiva no lleva consigo la capacidad de producir diarrea (78,79).

Sin embargo las lesiones principales se producen a nivel de colon
donde se presentan alteraciones en la capacidad de absorcién de
fluidos y electrélitos, hay movilidad anormal del intestino (79).

Aunque Salmonella se identifica inicialmente por sus
caracteristizas biogqulmicas, los grupos y las especles se jdentifican
mediante andlisis antigénico. Al igual gque otras enterobacterias,
Salmonella posee diversos antlgenos QO y diferentes antligenos H en una
o ambas fases (67). Otras especles de Salmonella cuentan con antigenos
capsulares (K) como el de S. typhi conocido como antlgeno Vi que puede
interferir con la aglutinacién con los antisueros O y que se relaciona

con invasividad. Las pruebas de aglutinacién con antisuerces absorbidos
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de diferentes antlgenos O y H constituyen la base para la
clasificacidn seroléglca de las Salmonella (67).

Los microorganismos pueden perder los antigenos H y convertirse
en no méviles. La pérdida del antigeno se acompafia de un cambio de la
forma de 1las colonias, de lisas a rugqosas. El antligeno Vi se puede
perder en parte o por completo. Tamblén puede adquirirse (o perderse)
los antlgenos en el proceso de transduccién (64).

Las manifestaciones cllnicas de la salmonelosis se han dividido en:

1.- Gastroenteritis.

2.~ Bacteriemia o septicemia con o sin lesiones focales
(extraintestinales).

3.~ Flebre entérica (fiebre tifoidea).

4.- El estado de portador

XYersinla cnterocolittlica

Estos microorganismos son baclilos gram negativos cortos y
pleomérficos que no fermentan 1la lactosa, no forman esporas y son
positivos a 1la ureasa y negatives a la oxidasa. Crecen mejor a 25°C y
son mdviles a esta misma temperatura, pero no 1lo son a 37 C. Se
encuentran en el tubo intestinal de diversos animales, a los que
producen enfermedad, y son transmisibles al hombre, en el cual
producen diversos sintomas clinicos (53,66).

Y. enterocolitica se ha clasificado en mas de SO serotipos; la
mayor parte de los aislamientos cllnicos en humanos pertenecen a los
serotipos 03, 08 y 09 (50).

Y. enterocolitica se ha aislado de roedores y animales domésticos

{como ovejas, bovinos, perros, gatos) y de las aguas contaminadas por
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estos anlmales. La transmisidn al hombre ocurre probablemente por
contaminacidn de 1los alimentos, las bebidas o los fomites. La dosis
infectiva es 10® a 10® microorganismo por via oral para producirc
infeccldn.

Esta bacteria produce diarrea grave de tipo disentérico por
mecanlsmos comblinados, por un lado produce una enterotoxina
termoestable de bajo peso molecular, que estimula la adenilciclasa de
los enterocitos y por otro, es capaz de producir dalflo al epitelio e
tpvasidn de la mucosa (67,68,693).

Durante el perlodo ade 1incubacidén Yersinia enterocolitica se
multiplica en 1la mucosa del intestino, en particular el [Ileon
terminal, el colon y el apéndice cecal; sin embargoe todo el tracto
intestinal estd habltualmente afectado. A veces el dolor es intenso y

localizado en el cuadrante inferior derecho del abdomen, y suglere

apendicitis (50,70).

Clostridiowm JILfLIicile

Son baclles gram posltives, anaeroblos estrictes, gue forman
esporas subterminales, por lo general mayores que el dlametro de los
bacllos gque las forman, son méviles; presentan actividad bloguimica
fermentando los carbohidratos con producclidn de acido y gas, se
diferencia de las otras especies de Clostridium por tener un perfil
Ynico de cromatografia de gases (41).

El habitat natural incluye suelo, agua y el contenido intestinal
de varioes animales y el hombre. Carecen de citocromo y de
citocromooxidasas y son Incapaces de destruir el perdxido de Hidrégeno

por que careceen de catalasa y peroxidasa. Por ello el Hy0> tiende a
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acumularse hasta alcanzar concentraciones téxicas (50,71).

Las esporas de los clostridios no solamente son resistentes al
calor y 1los desinfectantes, sino que sobreviven durante largos
perlodos a 1la exposicidn al aire; solamente germinan en condiciones
fuertemente reductoras (71).

Clostridium difficile elabora dos toxinas: wuna enterotoxina
(toxina A) y una clitotoxina (toxina B). Las dos toxinas presentan
diferencias antigénlicas, bloguimicas y, principalmente biolégicas
(72,73).

C. difficile es virtualmente la causa de todos los casos de
colitis pseudomembranosa (CPM) y un 20-30% de dlarrea asociada a
antibisticos.

Staphylococcus aureus fue el primer microorganisme al cual se
atribuyé la enteritis causada por antibiéticos, no obstante 1los
cultivos anaeroblos demostraron que la enfermedad, inducida por la
mayor parte de antibiéticos estd relacionada con C. difficile
Ademds, la enterotoxina especifica de dicho germen es detectable a
menude con los filtrados de heces diarreicas (71}).

Evidencias reportadas por Borriello y cols. describen que
Clostridium perfringens enterotoxigénico es otro posible agente
causante de dlarrea asociada a antibidticos en algunos pacientes (74).

La colitis asociada a antibidticos ocurre después de la
administracién prolongada de Clindamicina y de otros medicamentos.
Esta colitis se ha atribuido a C. difficile resistente a medicamentos,
el cual prolifera en el colon y produce una toxina necrosante. La
patogenicidad se atribuye por 1lo menos a la presencia de las dos

toxinas, han sido descritos otros posibles factores de virulencia como
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fimbrias, habllidad de adherirse con el mucus de la célula intestinal,
produccidn de una cApsula, secreclén de enzimas hidroliticas ¥y
produccidn de otras toxinas. (75}.

La identlficacién confirmante de (. difficile puede hacerse
utilizando pruebas blogquimicas y/o cromatografla de gases. Actualmente
resulta mds sensible el método de cromatografla gas-liquido, pero
tiene la desventaja de ser un sistema con el que cuentan pocos
laboratortos. La fdentificacién por pruebas bioquimicas involucra mas
tiempo y material de laboratorio {41).

El porcentaje de reconocimiento de la presencla de C. difficile
es mejor si se busca la presencia de la toxina ademds del cultivo para
recuperar el microorganismo (72).

La contrainmunoelectroforesis (CIE) es otra técnica que se ha
empleado para detectar la presencia de citotoxina en muestras de heces
de pacientes con CPH, pero su utilidad estd restringida por que carece
de especificidad (76}.

Lyrely y cols. y Laughon y cols., han descrito el procedimiento
del ensayo lnmunoenzimdtico (ELISA) para ldentificar las toxinas A y B
de heces y flltrados de cultivos, este tipo de pruebas estan basados
en deteccién de las toxinas con anticuerpos especificos anti-A o anti-
B (7T7).

Otra técnica prometedora que ha sido descrita es el procedimiento

de aglutinacidn de lAdtex para detectar enterotoxina (75).

Rotawvirus
En 1973 Bishop y cols., al examinar al microscoplo electrénico

biopsias duodenales de nifios hospitalizados que padecian
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gastroenteritls aguda no bacteriana, encontraron -y describieron
partliculas virales similares a orbivirus (78).

En 1974 Flewett y cols,, propusleron el nombre de Rotavirus, del
latin "rota™ que significa rueda, este nuevo grupo de virus contiene
RNA de doble cadena, formado por una doble cdpslide una interna y otra
externa (79).

Con el microscopio electrénico se pueden distingulr dos tipos de
partlculas redondas: viriones "lisos o completos", de doble capslide y
de 70 nm de didmetro y partlculas "rugosas o incompletas" de cApside
simple y de aproximadamente 60 nm de didmetro.

En todas las especies de Rotavirus la infectividad viral parece
depender de la presencia de la cApside externa, 1la cual se pierde
cuando las particulas son tratadas con agentes quelantes de calcio,
como el EDTA y EGTA (80).

El genoma de los Rotavirus estd compuesto por 11 segmentos de RNA
de doble cadena, cuyos tamaflos van desde 660 hasta 3700 pares de bases
(pb). Estos segmentos pueden ser separados electroforéticamente en un
gel de poliacrilamida, dando un patrén electroforético caracterlstico,
conocido como "electroferotipo" (80}.

En algunas cepas de Rotavirus humano, los segmentos 10 y 11
migran ligeramente menos que lo usual, dando lugar a cepas con
"electroferotipo corto" y "electroferotipo largo" (81,82).

Actualmente se conoce con mds detalle el asignamiento génico de
proteinas tanto estructurales como no estructurales. Cuando se
analizan por electroforesis en geles de poliacrilamida se pueden
observar extractos de células infectadas cuando menos once diferentes

protelnas que no se observan en células no infectadas (81,82,83).
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Seis de ellas, denominadas VPl, VP2, VP* y VP6é conforman la
cdpside interna del virus, mientras que VP3 y VP7 conforman la capside
externa (83,84).

Experimentos utilizando anticuerpos monoclonales contra VP6
demuestran que es la portadora de epltopes comunes entre Rotavirus.
Por andlisis serolégico se ha demostrado que han intercambiado genes
de una cepa a otra (rearreglo gendmico}, gque cuando menos existe un
epltope no comén en el polipéptido VPE, lo que ha hecho clasjificar a
los Rotavirus en dos subgrupos I y II {82,85).

La proteina VP77, ademas de ser el mayor antigeno de
neutralizacidn, es responsable de dar la especificidad de serotipo a
los Rotavirus, se han clasificado en 7 diferentes serxotlipos: Los
serotipos 1, 2, 3 y 4 estan representados por Rotavirus humanos; los
serotipos 3, 4, 5, 6 y 7 por Rotavirus de origen animal (80,86).

Recientemente, se han descrito tres diferentes cepas de
Rotavirus, denominadas 694 y W161 (humanos) y B223 (bovino) las cuales
poseen caracteristlcas serollgicas distintas a las gque presentan los
serotipos del 1 al 7, por 1lo que se han propuesto como posibles
serotipos 8, 3 y 10 respectivamente (80).

Las cepas de Rotavirus humanos clasificados como subgrupe 1
corresponden a cepas con electroferotipo "corto”"™ y de serotipo 2;
mientras que las de subgrupo II corresponden a cepas <con un
electroferotipe "largo y serotipo 1, 3 o 4. No existe una expllicacién
clara entre la posible correlacidn, subgrupo-electroferotipo-serotipo
y la virulencia (82}.

Con relacién a las proteinas de cdpside externa VP3 y VP7, se

sabe que en ellas se encuentran determinantes antigénicos gque inducen




25

en el hospedero la produccién de anticuerpos neutralizantes capaces de
inhibir la infeccldn viral "in vivo" (87).

VP3, ademds de ser 1la hemaglutinina viral, es responsable de
provocar un aumento de la infectividad del virus cuando dste es
tratado con tripsina. Se ha demostrado que al incubar partliculas
completas de Rotavirus SAll en presencia de tripsina, VP3 sufre un
corte proteolitico gue genera dos péptidos denominades VPS5 y VP8,

La infececlédn por Rotavirus al parecer estd limitada a la capa de
células epiteliales del intestino delgado, hay acortamiento y edema de
las vellosidades, infiltracién mononuclear en 1la lamina propia,
observandose particulas virales fAcilmente reconocibles en las
cisternas distendidas del retlculo endopldsmico rugoso (82).

La dlarrea resulta de la infeccién de la célula, la atrofia de
las vellosidades y la disminucidn evidente de 1la capacidad de
absorcidn de 1los enterocitos. Puede demostrarse experimentalmente
alteracidn en la absorcidn de glucosa Yy D-xilosa, disminucién de 1la
concentracién de disacaridasas y alteracién de la actividad de
timidina-cinasa, sin modificacidén de AMPc y adenilato ciclasa (82). La
absorcidén y 1la Ingestién no son gravemente afectadas, al grado gue

permite la rehidratacién oral exitosa.

Cryptosporiddiuam
Los protozcarios intestinales patégenos para el hombre pueden
clasiflicarse taxonomicamente en  tres phylum: Sarcomastigophora,
Ciliophora y Apicomplexa en donde encontramos el orden Eucocclidiida,
del cual forma parte 1la familia Cryptosporidiidae. Cryptosporidium

pertenece a esta familia Yy es el @nice gdénere, su ciclo de vida es
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monoxeno, es declr, sdlo necesita un huésped para desarrolllar todo su
ciclo (88,89).

C:yptosp;;ldlum es un nuevo agente patdgeno humano, asoclado con
enteritis severa Yy quizas colecistitis en pacientes
inmunocomprometlidos, particularmente aquellos con S!ndrome de Inmuno
Deficiencia Adguirida (SIDA), y diarrea autolomitada en el huésped
inmunocompetente. Aunque la prevalencia de la enfermedad en el humano
no es conocida (9%90,91).

La infecclén por Cryptosporidium es transmitida por la ingestién
de ooguistes maduros, 1los cuales son infectantes inmediatamente
después de ser eliminados en las heces (92). La pared del ooquiste es
digerida en el tractogastrolntestinal del nuevc huésped, quedando
libre el esporozoito; estos Infectan células epiteliales del intestino
delgado para transformarse en trofozolitos, que al igual que el resto
de las etapas se lleva a cabo sobre el borde de las microvellosidades
de las células epiteliales. El desarrollo generalmente ocurre en el
epltelio gastrointestinal; sin embargo, ocaslionalmente otras
superficies eplteliales han sido Infectadas, particularmente veslcula
billar, conductos pancredticos y biliares. El1 trofozoito forma wuna
zona de unidén electrodensa en su interfase con la célula huésped, y su
citoplasma estd rodeado por 4 membranas distintas, se ha sugerido que
las dos externas son originadas por el huésped; si esto es as!, la
localizacidn del pardsito es {intracelular, pero extracitoplasmico
(89,93,94).

E]l trofozoito sufre 3 divisiones nucleares formando 8 merozoitos
{esquizonte de la. generaclén); los merozoitos son 1liberados del

esquizonte reinfectando otras células epiteliales. Después de
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adherirse los merozoltos se redondean y sufren 2 divislones nucleares,
convirtidndose en esquizontes de 2a. generacién, conteniendo
merozoltos de 2a. generacidén (89,93).

A contlnuaclén se presenta el ciclo sexual formando los
microgametocitos y 1os macrogametocitos que dan origen a los gametos;
un microgameto se une con un macrogameto para formar el clgoto y éste
se desarrolla hasta formar un ooquiste y as! completar el ciclo de
vida (89,94). )

La principal forma de transmisién de Cryptosporidium es la
diseminacién fecal-oral, ya gue los ooguistes han sido encontrados
casi exclusivamente en las heces, y este modo de transmisién ha sido
~demostrado experimentalmente en muchas especles animales (92).

La transmisién directa puede llevarse a cabo durante 1las
prdcticas sexuales que implican contacto oral-anal; 1la transmisién
fndirecta puede ocurrir por exposicidn a objetos, agua o alimentos
contaminados.

En humanos la enfermedad se caracterliza por diarrea acuosa
profusa sin sangre, en individuos normales con duracién de una a 3
semanas, anorexia, dolor abdominal, fiebre y vémito; mientras que en
individuos con daflo inmunitario se presenta sindrome coleriforme con
gran pérdida de dliguido, 3 litros o m&s al dla, y la dlarrea puede
durar desde 17 dlas hasta afios. La fisiopatologla de esta gran pérdida
de llquidos no ha sido descrita bien.

Existen pocos estudios de prevalencia de este microorganismo,
Tzipori en Australia encontré que el 7% {26 de 369) de los pacientes
hospitalizados con gastroenteritls, en verano (febrero-marzo) se

excretaron ooquistes en heces y de estos sélo 4 mostraron evidencias
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de Infecclén por otros enteropatdgenos. En el resto del afio el 2% (10
de 515) excretaron ooquistes y de 320 paclentes sin gastroenteritis
ninguno expulsé& ooquistes. De acuerdo con este estudio, Tziporl
asegura gue no es comin encontrar portadores asintomiticos en la
poblacién en general, pero hay posibilidad de encontrarlos en
homosexuales o pacientes con SIDA {92).

Los ooquistes son muy peqguefios, de 3 a 6 micras de didmetro, se
excretan en forma intermitentes y en cantidades pequeflas. El
diagnéstico de esta enfermedad puede realizarse por estudio
parasitoldédgico, mediante la observacién de oogulistes en heces.

La infeccidn es iniclada por el organismo formando wuna unlén
estable con 1a superficie de la mucosa intestinal. A diferencla de
muchos enteropatégenos bacterlanos, este proceso probablemente no es
mediado por organelos extracelulares (factores de colonlzacidn) pero
puede proceder mediante el reconocimiento de c¢élula a célula en la
superficie de la membrana. La fase de unidn es seguida por penetracién
dentro de 1la cé¢lula epitelial. Esta relacién inicial huésped-parésito
probablemente influya mucho en el camblo de aparlencia de las
vellosidades. La infecclén grave con Cryptosporidium produce
depresiones o crdteres dentro de 1la superficle mucosa. Varios
investigadores describen cambios gruesos en la arquitectura de 1las
vellosidades afectadas por pardsitos; falta de desarrollo y fusién de
las vellosidades fueron comunmente reportados, Jjunto con dafio y
degeneracién de enterocitos. Esto, junto con la 1localizacién
predominante de Cryptosporidium en el intestino delgado posterior,
comprenden probablemente los factores enteropatégenos mads importantes.

El organismo no destruye a 1la cdlula huésped. Los cambios
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morfoldgicos que ocurren (pérdida o degeneracioén de las
microvellosldades en la zona de unidn) se considera que causa una mala

digestién, malabsorclén y diarrea (85).

CITOLOGIA DE MOCO FECAIL

La diarrea aguda es una enfermedad comin gque puede Ser de
curacién espontanea o tener una evolucién complicada progresiva. Para
el tratamlento adecuado del paciente el madico se enfrenta con el
problema de determinar la causa especlfica. El coprocultivo y examen
para leucoclitos fecales ayudan al médico a limitar las posibilidades
diagndsticas (96},

En el tratamiento de 1a dlarrea se ha generalizadc mantener una
conducta expectante estableciendo una estrecha vigitlancia del enfermo
hasta obtener Iinformacién del agente causal de la enfermedad. E1l
hallazgo microblioldgico y la evolucién cllnica del paciente, norman
finalmente la decisién terapetitica (97).

En instituciones en donde se carece de facilidades técnlcas para
estudios microbiclégicos, y aun medios hospitalarios en 1los que
existen condiciones favorables para efectuar este tlpo de estudios,
serla pues de gran valor contar con un indlcador Que en un corto lapso
pudiera anticipar si la diarrea se asocia ©o no con gérmenes
enteropatédgenos (97}.

El examen microscépico para leucocitos fecales ofrece una
informacidn diagnéstica rdpida y de un costo ben&fico positivo.

La presencia de leucocitos fecales indica un proceso inflamatorio
con invasién de la mucosa colénica y seflalarla un proceso bacteriano

{nvasor. Su ausencia sugiere un proceso no invasor causado por
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microorganismos patdgenos enterotoxigénicos o una causa no infecciosa
{96). .

La localizacién anatdmica de los microorganismos patégenos puede
tambidn deducirse con base en la presencia o ausencia de leucocitos
fecales

Los microorganismos patégenos invasores suelen infectar el
Intestinoc qrueso, los patdgenos dliarreicos mediados por toxinas se
localizan, en general, en intestino delgado y se caracterizan por la
ausencia de leucocitos fecales (96}.

El cuadro diarreico depende de la patogénesis y patofisliologla de
la infeccidén en general, podriamos decir que una diarrea voluminosa
liquida que no contlene sangre o leucocitos y estd asociada con signos
de deshidratacion sugliere colonizacién del intestino delgado con un
microorganismo enterotoxigénico no invasivo o blen con la ingestién de
una enterotoxina producida fuera del organismo. Las diarreas con poca
cantidad de materia fecal que contienen moco, sangre, sugiere
infeccidn del intestino gruesoc por un microorganismo invasivo.

El diagndstico de 1la diarrea bacteriana por datos clinicos es muy
diffcil, este estudio del moco fecal es sencillo, raplde, no es
traumdtico para el paclente, aunque debe recordarse gque también puede
ser motivo de confusidén si no se interpreta de acuerdo con datos
clinicos, ya gque la sola presencia de leucoclitos en el moco fecal no
necesariamente es indicativa de wuna etioclogla bacteriana, o por el
contrario puede no haber respuesta celular, aunque también un frotis
negativo con coprocultiveo positivo pueden indicar que el paciente es

un portador (98}).
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OBJIETIVOS

1o. Determinar los agentes etiolégicos responsables del sindrome
diarreico agudo en los pacientes que acuden al Servicio de

Urgencias~Pediatria del "H. R. 20 de Noviembre®" ISSSTE.

20. Establecer la incidencla por grupos de edad.

30. Determinar si existen asociaciones de diferentes microorganismos

en un mismo paclente.

40. Valorar la utilidad del estudio citolégico del moco fecal.
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MATERIAI. ¥ METODOS

Se reallzd un estudio prospectivo, observacional y descriptivo en
121 muestras de heces dlarrelcas en una poblacidén infantil formada por
121 nifios cuyas edades comprendlan entre los 19 dlas a los 13 affos de
edad y que presentaban dlarrea aguda al soliclitar atencidén al Serviclo
de Urgencias del "H, R. 20 de Noviembre” durante el perlodo
comprendido entre los meses de diciembre de 1989 a jullio de 1990.

A cada pacliente con dlarrea aguda se le practlcd citologla de
moco fecal, coprocultivo, Rotaforesis y tlincién de Kinyou para 1la
basqueda de Cryptosporidium, de acuerdo al esquema de trabajo {figura

1-A}.

A) COPROCULTIVO

Para el coprocultivo (ver figura 1-B), la muestra se obtuvo por
hisopado rectal wutilizando hisopos estériles: un hisopo en caldo
infusién cerebro-corazén (BHI), 2 hisopos en medio de transporte
Stuart-carbén y 2 hisopos en Solucién Buffer Fosfatos (PBS) {ver
apdndice 2) (41,100,101).

El examen de la muestra se realizd durante las dos primeras horas
sigufentes, el hlilsopo en BHI se sembréd en placas con medio de cultive
Skirrow (ver apéndice 1), 1los hisopos de Stuart-carbén en agar
McConkey, agar Tergitol 7 y agar X.L.D. y los de PBS en agar McConkey
y en el medio de Cycleoserine Cefoxitine Fructuosa Agar (CCFA) (ver
apéndice 1), realizande en cada placa alslamiento por estria cruzada.

Los hisopos en medio de transporte Stuart-carbén se introdujeron

en tubos de 18x160 mm con 5 ml de caldo selenito y caldo tetrationato
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agregdndole a este dltimo 3 gotas de sclucién de yode yodurado (ver
apéndice 2},

Ambos tubos y las placas provenientes del mismo medio de
transporte se incubaron de 18 a 24 horas a 37 C.

Del tubo de solucién de PBS se tomaron 2,5 ml de la suspensién y
se agregaron a un tubo de 18x160 mm con 5 ml de caldo selenito y se
Incubaron junto con la placa de McConkey a 22 C durante 48 horas y el

tubo de la suspensién de PBS a 4 C por 10 dlas (102).

A.I AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Campylobacter (figura 2)

Las placas con medio de cultive Skirrow, una vez inoculadas y
sembradas por estria cruzada, se colocaron en jarras Brewer con un
sobre de Anaerocult C, previamente humedecido con 6 ml de agua, para
producir una atmésfera reducida en oxlgeno y enriquecida en COa2. Se
cerrd herméticamente la jarra de Brewer y se colocd en la incubadora a
42 C durante 48 horas.

Posteriormente se observé la morfologla colonial y a las colonlas
sospechosas de Campylobacter se les practicéd un frotis con la técnica
de Gram modificada con fucsina al 0.3% en 1lugar de safranina (ver
apéndice 2) (41,100).

El frotls teflido se observéd al microscopio con objetive de
inmersidén para bésqueda de bacilos gram negativos, delgados, peguefios
y curvos, en forma de "S" o ala de gaviota.

Una vez observada dicha morfologla, se procedié a purificar el
microorganismo en condiciones de microaerofilia en jarras de HBrewer a
42 C durante 48 horas.

Al microorganismo ya purificado se le realizaron las pruebas de



Oxidasa y Catalasa (ver apéndice 2).
81 ambas pruebas fueron posxtlvas se  procedid a realizar 1las

sigulentes pruebas biloqulmicas:

A.I1 Hidrélisis del Hipurato

Se lnoculd una asada de un cultivo de Campylobacter de 24 horas
de crecimiento en tubos de 10x75 wmm con hipurato de sodio (ver
apéndice 2). Se mezclé blen y se incubd en baflo marla a 37 C durante 2
horas. Posterlormente se agregd lentamente por la pared del tubo 0.2
ml de ninhidzlna {ver apéndice 2) y se reincubd en bafio marla a 37 C
durante 10 minutos.

51 se observé un color purpura {parecido al del cristal violeta)

la prueba se considerd positiva y un color débil o ausencia de color,

nos indicd vna prueba negativa.

A.I1Il Producciédn de HaS

Se lnoculd una asada de un cultivo de Campylobacter de 24 horas
de crecimiente en calde Brucela, se mezcld bien y se colocd en el
borde del tubo, una tira de papel filtro previamente Impregnada de
acetato de plomo (ver apéndice 2), sin que éstas toguen el medio de
cultivo. Se colocd la tapa al tubo sin apretarla y se incubd en jarras
de Brewer con un sobre de Anaerocult C, durante 48 horas a 42 C.

El vire de la tira de papel filtro impregnada en acetato de plomo
a un color negro, nos indicd una reaccién positiva a la formacién de
dcido sulfldrico.

Si no se observé ningdn vire de color en la tira de papel filtro,

la prueba se considerd negativa.
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A.IV Hidrélisis de DNAsa

Se inoculd una asada de un cultivo de Campylobacter de 24 horas
de crecimiento sobre una placa de agar DNAsa en una superficie de 1
cm? colocando el Inoculo en forma de botén, esta placa se colocd en
una jarra de Brewer con un sobre de Anaerocult C y se incubé 48 horas
a 42 C.

La formacién de un halo incoloro alrededor de 1la =zona de
crecimlento, se considerd una reaccién poslitiva. Si no se formé dicho

halo, la prueba se consideré negativa,

A.I1 IDENTIFICACION DE ENTRROBACTERIAS (figura 3)

A.I1.1 Después de incubar 24 horas las placas inoculadas de agar XLD,
Tergitol 7 ¥y McConkey, se seleccionaron colonlas aisladas para
sembrarlas en pruebas bioquimicas especlificas de enterobacterias.

Se d1& especial interés a las colonias lactosas negativas, ya gque
podrla tratarse de los patégenos Salmonella o Shigella. Las colonias
sospechosas se inocularon en los medios: Kliger, HIO y Urea de
Christensen y se incubaron de 18 a 24 horas a 37 C (139,141).

Posteriormente se leyeron las pruebas biogquimicas afladiendeo al
medio MIO, 4 gotas del reactivo de Kovac's {ver apéndice 2) para la
produccién de indol. El wvire a un c¢clor rojo nos indica una reaccién
positiva. Si no se observa ningdn cambio, la prueba se considera
negativa.

Posterjormente . se pzocedio: a’ - 1la identificacién de los
microorganismos medlante 1§¢§t11izaci6n de tablasf

gi el mXctoorqanismo“se ldéntificb como Salmonella o Shigella, se
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procedid a la tipificacién seroldglca con antisueros polivalentes y
luego con los antisueros monovalentes en existencla {(ver apéndice 3).

Debido a que £. coll es un organismo que fermenta la lactosa, las
colonias que mostraron tal propiedad, fueron inoculadas eh agar
nutritivo sembrando wuna superficie de 1 cm? de cada colonia diferente
observada, ilncubandose de 18 a 24 horas a 37 C.

Posterlormente las colonias de £. coli se probaron por medio de
aglutinaclén en portaobjeto con una soluclén de acriflavina 1:500 (ver
apéndice 2).

81 la aglutlinacidn fue negativa, se sometieron a pruebas de
aglutinacidn con antisueros polivalentes de £. col/ enteropatégena y
en caso de ser positivas, se procedid a 1la identificacién de loa
serogrupos mediante los antisueros monovalentes especlficos (ver
apéndice 3).

Bnriquecimiento.- Después de haber sido incubados los hisopos en
los caldos de enriquecimiento, cada uno de ellos fue inoculado en
placas con agar McConkey, S.S., X.L.D. y Verde Brillante, y se incubd
de 18 a 24 horas & 37 C, luego se procedid de la forma antes descrita,

para la identificacidn de los microorganismos de nuestro interés

{101).

A.IX.XI AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Yersinia enterocollitica
(flgura 4}.
Una vez inoculada la muestra problema en medio para alslamiento
{agar McConkey) y enriquecimiento {(PBS y caldo selenito).
Se incubé el McConkey y el selenito a 22 C por 48 horas y el PBS

a 4 C durante 10 dlas (preenriquecimiento en frlo), los dos dltimos se
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-

resembraron en McConkey incubdndose de la forma descrita (102).

Despuéds de 48 horas de incubacién de la placa con el medio
McConkey se observé la morfologla colonial y las colonlas sospechosas
de Yersinla enterocolliica (translécidas pegueflas de 1-2 mm de
didmetro), se inocularon en medios: LIA, TSI y MIO, y se incubaron 48
horas a 22 C. Posteriormente se leyeron 1las pruebas bioquimicas
afiadiendo al medlo MHIO, 4 gotas del reactivo Kovac's para la
produccién de indol. El vire a un color rojo nos indica una reaccién
positiva. 81 no se observa ningdn cambio, la prueba se considera
negativa (ver cuadro 3).

Cuadro 3.

LTA TSI MIO

SHax]Indol | Mov. | Orn.

Yersinla enterocolltica A/A-0 K/A A/A -] 4= + -

A.II.IXII AISLAMIENTO B IDENTIFICACION DE Clostridium difficile
(figura 5).

Las placas con medioc de cultivo C.C.F.A., una vez inoculadas por
estrla cruzada, se colocaron en jarras de Brewer con un sSobre de
Anaerocult A, previamente humedecido con 35 ml de agua, para producir
una atmdsfera de anaerobiosfis, se cerrd hermdticamente ¥y se cclocd en
la incubadora a 37 C durante 48 horas (41).

Posterlormente se observd la morfologla cclonial y a las colonias
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sospechosas se les practicd un frotis por la tinciédn de Gram.E1l frotis
teflido se observé al microscoplo con el objetivo de inmersién para la
busqueda de bacilos gram positivos esporuladaos.

Una vez observada dicha morfologla, las colonias sospechosas se
resembraron en: gelosa sangre a 37 C, durante 48 horas y en medio de
C.C.F.A. en atmdsfera de anaeroblosis a 37 C durante 48 horas. Luego
se procedid a purififcar el microorganismos en las mismas condiciones y
a ldentificar la especie por pruebas bloguimicas (ver cuadro 4).

Cuadro 4.

Esp | Lec | Gel | ALe | Ind | HEs | Glu | Mal | Lac | 8ac | Man

C. diffictle os - v - - + + - - - +

Esp = Esporas
Lec = Lecitlnasa

Gel = Gelatinasa

ALe = Accidn en la leche

Ind = Indol

HEs = Hidréllisis de la esculina
Glu = Glucosa

Mal = Maltosa

Lac = Lactosa

Sac = Sacarosa

Man = Manitol

0S = Ovales Subterminal

B) ROTAFORESIS

La técnica de Rotaforesis se efectud - obteniendo la muestra por
hisopado rectal, el cual se colocd en solucién de PBS. El examen de la
muestra se realizd de 1la siguiente manera (142):
A. Preparacidn de la muestra
A.l Se colocéd en tubos numerados de 1 a 9, 0.4 ml de solucidn A (ver

apéndice 2) (diluir 0.8 m]l de solucién A S5x en 3.6 ml de agua



40

destilada}). Se agregd al tubo No.10 0.2 ml de solucid A.

Se agregd a estos tubos 1 gota (0.05ml) de las muestras de heces y
al décimo tubo 0.2ml Jdel testigo positivo (ver apéndice 2).

Luego se agregd 0.2 ml de solucién B (ver apéndice 2) (cuidado con
esta solucidén pues contiene fenol y es cabstica).

Se agité vigorosamente en un vortex, cuidando que el fenol y la
fase acuosa constituyan una fina emulsién.

Luego se agregd 0.2 ml de cloroformo.

Se agitd como en A.4.

Posteriormente se centrifugd a 1500 rpm, por 10 minutos. Después
de la centrifugacidn se obtuvieron 2 fases {la fase superior
clara).

Se tomd 0.15 ml (3 gotas) de la fase acuosa (superlor) y se colocd
en otro tubo.

Electroforesis

Se puso a fundir la solucién C (ver apéndice 2) a 100 C.

Los tubos obtenidos en A.8 se colocaron en bafio marla a 60 C.
Luego se adiclond 0.05 ml (1 gota) de soluclién C a cada uno de los
tubos en 60 C. e i e e e
Se prepard el gel en la cdmara de electroforesis. 7

Con una pipeta Pasteur se colocd las muestzag en cada:hno'de'lés
pozos del gel. -, ] ﬁ’ .

Una vez solidificadas las muestras, se colqco éijgéiﬂén:ia cgmaféﬂ

de electroforesis.

Se agregé 50 ml de solucién D (ver apendice 2) atla cAmaxaf
(diluyendo 5 ml de solucidn D 10x en 45 ml de agua destilada) y sg

eliminarcn las peqgueflas burbujas.
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B.8 El corrimlento electrofordtico serxealizo'a 100 volts. A este
voltaje la Intensidad de la corriente era aproximadamente de 10 a
30 mA. Se continué la electrofé;eslg hasta que. todo el colorante
sallé del gel, :

C. Tincidn.

Se usd guantes limplos para manfpular ‘el gel, ya que la tincién
utilizada es muy sensible.

C.1 Una vez terminada la electroforesis, se levantd uno de los vidrios
con una espdtula, se corté los dientes gue formaban los pozos y
una esquina del gel para saber cual era la muestra l, se puso el
gel en un reciplente de vidrlio de fondo plano y se lavé por 30
mlnutos con soluctidn E (ver apéndice 2) (diluir 5 ml de solucidn E
10x en 45 ml de agua destilada).

C.2 Después de retirar completamente la solucidn E, se lavé el gel por
30 minutos con 50 ml de solucidn F (ver apéndice 2) {(diluir 0.5 ml
de solucidn F 100x en 50 ml de agua destilada).

C.3 Luego se enjuagd 3 veces el gel con agua destilada.

C.4 Posteriormente se agregd 50 ml de solucidén G (ver apéndice 2)
(diluyendo 0.4 ml de solucidn G 125x en 50 ml de NaOH al 3%) y se
agltd ocaslionalmente. Una vez que aparecieron las bandas en el
testigo positivo se retird la soluclén G.

C.5 Se detuvo la reaccidn con 4cido acédtico al 1% (0.5 ml de acido
acdtico en 49.5 ml de agua destilada).

C.6 Por ¢ltimo se procedid a identificar las bandas de RNA en el gel

C} BUSQUEDA DE Cryptosporidium

La muestra se obtuvo por hisopade rectal, utilizande un hisopo
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estéril, el cual se iptrodujo en‘el zeﬁto del paciente y se hizo girar
varlas veces - con ei npﬂetokde recoger de la mucosa la mayor cantlidad
de muestra.

‘La muestra se colocd sobre. un portaobjeto, realizando un
moﬁlmlento‘rotatorlo del hisopo, para luego ser tefildo con la técnica
de ‘Kinyoun (apéndice 2} de acuerdo a los sigulentes pasos (99}:

1.-  Dejar secar el frotis al medio ambiente

2.~ fijar al calor brevemente

3.~. fijar con metanol abscluto y dejar secar

4.-  teflir con carbol-fucsina (ver apéndice 2) durante 5 minutos,
colocando papel filtro sobre cada una de las preparaclones

5.- lavar con agua corrlente

6.- decolorar con alcohol-acido, hasta que el color rojo se
desvanezca por completo

7.~ lavar con agua corriente

8.~ contrastar con azul de metileno (ver apéndlée 2) durante 2 a3
minutos

9.- se lava y se deja secar

10.- se observa al microscopio con objetivoe de Inmersidn.

El pardsito se observa como un cuerpo esférico teffido de rojo o
rosa con granulaciones mds obscuras al centro, los desechos 'y

levaduras aparecen tefiidos de color azul verdoso.

D) CITOLOGIA DE MOCO FECAL
El andlisis de citologla de mocc fecal se efectud obteniende la
muestra por hisopade rectal wutilizando un hisopo estéril, el cual se

introdujo en el recto del paciente, y se hizo glrar vartas veces con
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el objeto de recoger de la mucosa la mayor cantidad de muestra.

La muestra se colocd sobre un portaobjeto, moviendo
rotatoriamente el hisopo. Este frotls se ¢tifi¢ cibriédndolo con el
reactive de Wright (ver apéndice 2) durante 5 minutos, después se lavd
con buffer y se dejé secar al aire,.

Posteriormente se observd al microscopio con el objetivo de
inmersién, para el recuento diferencial de cédlulas claramente

identificadas como polimorfonucleares o mononucleares (97,99},
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ESQUEMA DE TRABAJO

PACIENTE

cltologla de moco fecal Busqueda de Cryptosporidium
tincién de Wright tincién de Kinyoun
Coprocultive Rotaforesis
A)
COPROCULTIVO

Muestra hisopado rectal

Hedlos de transporte.

B.H.I. Stuart-carbeén
Slembra en Skirrow Basgueda de Enterobacterias
para busqueda de E, coll

Campylobacter Salmonella
Shigella
P.B.S.

Basqueda de Siembra en C.C.F.A.

Yersinia para busgueda de

enterocolitica Clostridium

difficile

B}

FIGURA J1
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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Campylobacter

Inocular.la ‘placa de Skirrow y reallzar estrla cruzada

CUlocaz,135 p1aqas'gn jatra; de Brewer con sobre de Anaerocult C

Incubar a 42 C durante 48 horas

Observar morfologla colonial
1

"% Realizar frotls 3 colonias sospechosas
. con tincidén de Gram modificada

Puriflcar-el microorganismo en medio Skirrow
en condiciones de microaerofilia

Realizar. las pruebas de Oxidasa y Catalasa

51 ambas son positivas
Realizar las pruebas de

Hidrélisis del Hipurato Produccién de HzS Hidrélisisis de DNAss

Leer las pruebas ‘anteriores b real!iai la Biotiplificacidn de
Campylobacter (ver cuadro 2) . .

FIGURA #2
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DIAGRAMA PARA LA BUSQUEDA DE ENTEROBACTERIAS

Huestra hisopado rectal

Medlo de transporte
Stuart-carbén

Siembra dlirecta en: Enriquecimiento
McConkey Caldo Selenito
X.L.D, Caldo Tetrationato
Tergltol 7

Resl:mbra en:
McConkey

X.L.D.

§.8.

Verde Brillante

Colonias lactosas’ positivas.
f i
Sembzaz en agar nutritivo
s Colonlas lactosas negativas

t :
Incubar de 18-24 horas a 137 C
) - Sembrarlas para blioquimicas

Aglutinar. con Acriflavina (1:500)
. : - Incubar de 1&»%4 hs. a 37 C

Positiva Vegativa Leer las pruebas blogqulmicas
: e identificar en tablas
i

_Descartar. -Aglutinar-con antisueros

v
‘polivalentes de £. colj Aglutinar con antisueros po-
. livalentes para Salmonella y
Shigella t

]
Detectar serogrupos con
antisvercs monovalentes Detectar serogrupos con
antisuercs monovalentes

FIGURA #3
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DIAGRAMA PARA EL AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE
Yersinia enterocolitica

Muestra
i-2 ml

7.4 ml de P.B.S, pH 7.4 + 2.5 ml de KOH al 4%
agitar 2 minutos en vortex

TN

Incubar el P.B.S. Caldo Selenito
a4 C, 10 dlas 48 hs. a 22 ¢C
Agar McConkey Agar McConkey
48 hs. a 22 C 48 hs. a 22 C

~

Colonias translacidas
de ! a 2 mm de didmetre

Pruebas bloqulmicas
(cuadro 3)

Interpretar resultados

FIGURA #4
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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DR
Clostridium difficile

Inocular la placa de C.C.F.A. y sembrar por estrla cruzada

Colocar las placas en jarras de Brewer con sobres de Anaerocult A
{atmésfera de anaerobliosis) durante 48 horas a 37

Observar morfologla colonial

Reallzar frotils a colonias sospechosas
con la tincién de Gram

Las colonias sospechosas se resembraronh en:

Gelosa sangre a 37 C, 48 hs. Medio C.C.F.A., incubar en Jjarras
{en aerobiosis) de Brewer con sobre de Apaerocult A
a 37 C, durante 48 horas

Realizar frotis con tincien de Gram

|

Purificar el microorganismo, en
condiclones de anaerobiosis
I

No-debe haber crecimiento

!
'

Reallzar pruebas bloquimicas
(cuadro 4)

Interpretar resultados

FIGURA t 5



49

RESULTADOS
Del total de 121 pacientes con sl!lndrome diarreico agudo, en edad
pediatrica, los cuales acudieron al Servicio de Urgencias-Pedlatrla
del "H. R. 20 de Noviembre", durante el perlodo comprendido entre
diclembre de 1983 a jullio de 1990, fue de 81 microorganismos es decir
66.94% dentro de los cuales encontramos 8 grupos quedando por orden de

frecuencla de la siguiente manera (tabla 1).

Rotavirus 28 de 81 {34.57%)
E.P.E.C. 20 de 81 (24.69%)
Salmonella 12 de 81 (14.8%)
Campylobacter 11 de 81 (13.58%)
Shigella 8 de 81 (9.88%)
C. difficile 1 de 81 (1.23%)
Cryptosporidium 1 de 81 (1.23%)
Y. enterocolltica 0 de 81 { 0% )

De los 121 paclentes estudiados sélo 64 presentaron alguno de
estos microorganismos patégenos, pudidndose encontrar como etiologla
Unica o meltiple. Los pacientes en estudio variaron su edad desde 1
dla a 14 afios por lo que se les distribuyd en 6 grupos: en el grupo I
(0-3 meses) se encontraron 16 niffos, 35 para el grupo II (4-7 meses),
37 para el grupo II!I (8-12 meses}, 17 para el grupo IV (13-24 meses),
8 para el grupo V (2-6 aflos) y 8 para el grupo VI (6-14 afios) (tabla
2).

La relacién de patdgenos aislados por grupo de edad muestra gque
en los grupos Il y IIT se encontraron un mayor némerc de agentes
etioldgicos responsables del sindrome diarreico, 13 en el grupo II y

14 en el grupo III {tabla 3},
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En cuanto al ndmerc de aislamientos obtenidos por mes, se pudo
observar que durante mayo ¥y junlo se presenta el mayor ndmerc de
alslamientos, obtenléndose 18 y 21 microorganismos respectivamente. En
cuanto al agente etloldégico, Rotavirus fue mds frecuente en diciembre
y enero, Yy el resto de los agentes alslados fueron mds frecuentes en
los meses de mayo y junio {tabla 4).

Al analizar los porcentajes de alslamientos de patégenos
obtenldos en los diferentes grupos de edad se observé que en 5 grupos,
el 62% de los pacientes presenté alguno de los patégenos estudiados
excepto en el grupo IV que abarca los nifios de 1 a 2 aNos, donde se
encontrd que en el 100% de 1los casos analizados se alsld el agente
etioldégico. Pudiéndose también observar, gque en el grupo V el 4nico
agente patégeno aislado fue Rotavirus (tabla 5).

De 1los 121 casos estudiados se observd gque 16 de estos
presentaron Infecclones mixtas (13.2% del total)}, distribuidos de la
siguientg manera: 1 caso para el grupo I, 5 para el grupo II, 3 para
el grupe III, S5 para el grupo IV, 1 para el grupo V y 1 para el grupo
VI. Entre estas ascociaciones dos fueron las mds frecuentes: entre £.
col! y Rotavirus (5 casos) y entre E. coll y Campylobacter (3 casos)
{tabla 6}.

La citologla de moco fecal realizada en el total de muestras
seffala que los pacientes a los que se les alslé Shigella presentaron
el mayor ndmero de polimorfonucleares por campo {PHN/c) dando un total
de 25 a2 30 células. Sin embarge a lc= pacientes gue se .les aisléd
E.P.E.C., Campylobacter y Salmonells el ndmero de PHN/c fue de 5 a 20
cdlulas, y aquellos patégenos considerados come no invasives entre

ellos Rotavirus, Cryptosporidium, C. diffic{le, no presentaron PHN en
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Es necesario menclonar que de los 121 casos

estudlados 57 no presentaron aislamlentos de patégenos, sin embargo 28

no tuvieron ca4lulas y 29 si

T™ABI.A # 1

en el frotis fecal (Tabla 7)

TOTAL DE PATOGENOS

E.P.E.C. 20/81 (24.69%)
Campylobacter 11/81 (13.58%)
Salmonella 12/81 ({14.81%)
Shigella 8/81 ( 9.88%)
Clostridium difficile 1781 (1.23% )
Yerstnia enterocolttica o/81 ( 0% )
Cryptosporidium 1,781 ( 1,23%)
Rotavirus 28/81. (34.57%)

TOTAL 81,81 (100 % )




TABI.A @ # 2
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DISTRIBUCION DE PACIENTES DE ACUERDO
AL GRUPO DE EDAD

GRUPO EDAD No. DE PACIENTES % DEL TOTAL .
1 1 dla-3 meses 16 13.22

I 4-7 meses 35 28.92

111 8-12 meses 37 30.57

v 13-24 meses 17 14.04

v 2-6 afios 8 6.61

vI 6-14 afios 8 6.61
TOTAL 121 100




RELACION DE PATOGENDS AISLADOS POR 6RUPOS DE EDAD

GRUPO 111

Ca 5&9/&5Aaf/9k';<1/

GRUPE i1 sgupn v T T2 —
| TESTUDIADOS 35ESTUDIADOS 37 ESTUBIADGS 7 ESTUBTAD g ESTUDIADOS 8
POSITIVOS 11 1POSITIVOS 22 [POSITIVOS 21 'POSITIVOS 17 |POSITIVOSS/POSITIVOS S

EPEC(7)

Rotavirus (5

Snrgello sanner 2

0127

Shigalle rlexnsers

Salmnnalla ants~

‘26mMummmw

rico £

JRotavicus (1)

Penner 46 Compylapesear 0128 i Camaylobactar o
¢almn,7m=//d an- /:3/1//7/ i0125 calr 81/
terica 8 | Lompyladecter sp | Salmanelia en-

2/ 00aC Lepm B/ cepnerSys
[t &y | Salmonells en- | Compylabectar. | S 1_95//4 llesner?
Cryplasporidium_| terice £ () calr 8/ ! Rotavirus (8)
Rotavirus (4) Solmanselle en-. | Lampyladecter.  :
_____________ Vterice &2 loriais 8.1/ i

Selmaonallo en- | Compylatectar sp.

S‘o/manﬁ//a &7-

Snigallas sommaifl

Shrgelle baydrr

Llastridivm air,

lerrca (.

Rotavirus (5)

Shigella sonner

Rotavirus (5)

n

TABLA # 3




TABLA & 4

DISTRIBUCION DE AISLAMIENTO DE
ACUERDO A LA EPOCA DEXL ANO

AGENTES CAUSALES DIC. ENE. FEB. MNAR. ABR. HAY. JUN. JUL.
E.P.E.C. - - 3 1 2 8 2 4
Campylobacter 2 - 1 - - 1 5 2
Salmonella - 1 2 - - 1 8 -
Shigella - 1 - - - 4 3 -
C. difficile - - - - - 1 - -
Y. enterocollitica - - - - - - - -
Cryptosporidium 1 - - - - - - Rt
Rotavirus 5 8 3 2 2 3 32

TOTAL 8 10 9. 3 4 180 52

' DISTRIBUCION DE AISLAMIENTO DE
ACUERDO A LA EPOCA DEL ANO

nOomnrO MO %




PORCENTAJES DE AISLAMIENTOS DE PATOGENQOS ENTERICOS CON RELACION
A LOS PACIENTES ESTUDIADOS POR GRUPO DE EDAD

r GRUPO! | GRUPO Il | GRUPO IIl | GRUPO VY | GRUPOV | GRUPOVI TO7AL
16/11 35/22 37/21 17/17 8/5 8/5 121 PACIENTES
EPEC. 3 4 7 6 0 0 20
Campylobacter 2 4 7 0 [/] 77
Salmonella 7 5 4 7 o 7 72
SZ&&ENM_N ] (7] 3 7 7 0 3 &
C. Difficile g 7 o [/ [/ [/
Y. Enterocolitica 0 0 0 o 0 0 o
Cryplosporidium 7 [ g [ 0 [
Rotavirus 4q 5 5 -4 5 7 28
TOTAL 77 22 217 77 5 | &5 | 121/87 -
(68.75%)(62. 85%)(56.75%) (100%)|(62.5%) |(62.5%) | ~(66.94%)

TABLA # 5



TABLA ¥ 6
CAS0S DE INFECCIONES MIXTAS POR GRUPO DE EDAD
GRUPO MICROORGANISMOS ASOCIADOS

I Campylobacter sp. Penner 46, Cryptosporidiumy
Rotavirus

IT Campylobacter jejuni B.l1l y E. coli 0128
Shigella sonnei y Clostridium difficile
Salmonella entérica B y £. ¢oli 086
Saimonella entérica C2 y Shigella sonnei
£, coli 0119 y Rotavirus

111 Campylobacter coll B.1 y £. coli 0127
Campylobacter sp. y E. coli 0125
E. coli 0128 y Rotavirus

v E. col! 0129 y &. coli 026
£, coli 086 y Rotavirus
Shigella flexneri y Rotavirus
Campylobacter coli B.11 y Rotavirus
£. coli 0126 y Rotavirus

\4 E. coli 0126 y Rotavirus

vI S3lmonells entérica B y Rotavirus

56



TABLA # 7
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AISLANIENTOS
EN PACIENTES

OBSERVACION
EN MOCO FECAL

E.P.E.C.
{20)

no asocladas

asociadas

KD e v v da i

[

5-10 PMN/c

No Leucocitos

15-25 PMN/c (Campylobacter}
5-10 PMN/c (Salmonella)
3-5 PMN/c (Rotavirus)
8-12 PMN/c (Campylobacter)

¥> Leucocitas (£. coll,

Rotavirus)

1-2 PMN/c (Rotavirus)

3

Campylobacter .. -
B 3 ¢ ST

. no asociadas

ladas-

5-2% PMN/c

{1) No Leucocitos (Cryptesporidium,

Rotavirus)
15~25 PHN/c (£. coll)
8~12 PMN/c (E&. coli)
15-25) PMN/c (Rotavirus}

Y. Salmonella
ey

-no:asoctadas

asociadas

[Ty

20 PHN/C

~10 PHN/c (£. coll)
30 PMN/c (Shigella)
10 PMN/c (Rotavirus)

Shigella
(8]

no asocladas
asociadas

25-35 PMN/c
25-35 PHN/c (Salmonella, C.
difficile, Rotavirus)

C. difficile
(1)

asociado

35 PMN/c (Shigella)

Cryptosporidium
(1}

asociado

No Leucocitos (Campylobacter,
Rotavirus)

Rotavirus
(28}

no asaclados
asocliados

ba e s 1

No Leucocitos
N¢ Leucocitos (Campylobacter,
Cryptosporidium, E. coll®
- PMN/c (E. coli)
32 PMN/c (Shigella)
20 PMN/c (Campylobacter)
~12 PHMN/c (Saimonella)

No Alslamientos
{57}

— s
0o

N: Leucocitos [(495.1%)
10-30 PMN/C (35.08%)
1-10 PMN/c (15.7%)
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DISCUSITON

La. prevencién de la diarrea debe estar enfocada al mejoramiento
de 'las - condliciones de saneamlento y vida de diferentes comunidades en
riesgo. En  México la situacién econdmica y demogrdfica ha daffado las
condlciones de vida de sus habitantes y por tanto la gastroenteritis
sique- y sequird siendo frecuente en su presentacién y sus
complicaciones.

El conocimiento de los agentes etiolégicos involucrados en 1la
produccidén de cuadros enterales en poblaclién que asiste a una
institucién hospitalaria brinda datos epidemiolégicos Y
caracterlsticas clinicas de los padecimientos ocasionados por cada
germen. Permite ademds valorar la Importancia de asociaciones de
agentes con la producclén de cuadros severos de gastroenteritis.

Loening y cols. en 1989, realizaron un estudio en un grupo de
nifios con sindrome diarreico para detectar el organismo responsable de
la diarrea, sus resultados seflalan que Rotavirus se encuentra en el
15% de 1los casos, E.P.E.C. en 9%, Shigella 4%, Campylobacter jejuni
4%, Salmonella 2%, Cryptosporidium 3% (105); mientras gue en el
presente estudio se encontraron porcentajes mayores a diferencia de
Cryptosporidium que fue de 1.23% {ver tabla 1}.

Los resultados obtenidos en este trabajo se puede observar que
los grupos Il y 111 fueron los gque presentaron un mayor némero de
casos (tabla 2).

Cabe sefalar que en los grupss Il y III se encontré una gran
var iedad de agentes etioldgicos responsables del sindrome diarreico,

encontrdndose en ambos grupos las siguientes especies: E. coli 0119,
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0128, 086, Salmonella entérica "B, Salmonella entérica C,. Shigella
sonnel y en ambos grupos igqgual ndmero de Rotavirus, también es
interesante destacar gue en ambos grupos se alslé 1lgual némero de
Campylobacter en sus diferentes especles y blotipos (ver tabla 3).

Se observeé gue hubo un aumento en la frecuencia de presentacién
del s!indrome diarreico en los meses de mayo y Jjunio, esto puede
deberse al aumento de la temperatura amblental que favorece la

pululacién de los microrganismos (ver tabla 4).

En el presente estudic la recuperacién de microorganismos
enteropatégenos encontrados asclende a 66.9%; aun cuande 1la
metodologia empleada resulta nermalmente satistactoria, dicho

porcentaje podrla aumentar si se buscaran otros agentes patégenos como
E. coli enterotoxigdnica y pardsitos animales o micdticos

A pesar de que los grupos II y IlI presentaron el mayor ntmero de
casos con problemas dlarreicos, es declr aquellos niffos entre 4 a 12
meses de edad, el porcentaje mds alto de aislamientos de
enteropatdgenos se presentd en el grupo IV formado por nifios entre 1 a
2 afios de edad, en donde el 100% de los pacientes presenté etlologla
patégena (tabla 5 ). Este fenlmeno, aungue no es fdcil de explicar,
puede deberse a 3ue en los grupos II y III (4-12 meses} los agentes
patdgenos mds comunes son precisamente los no buscados comz £. coli
enterotoxigénica, pardsitos, agentes micéticos.

Reportes previos concuerdan con los resultados obtenidos en este

estudio en relaciln a la frecuenc

con gue Rotavirus se presenta.
Merteus y cols. gublicaron en 1990 wun estudio donde reportan que
Rotavirus fue el germen mas frecuente (11}.

En este estudio la gastroenteritis viral fue la principal causa
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de dlarrea en lactantes y menores  hasta c¢inco aflos, empezando a
declinar y hacerse menos frecuente en mayores de clinco afios, esto
concuerda con los estudios realizados por Arango y cols. en 1985,
quienes encontraron que el 35.5% de 124 nifios con cuadro de diarrea
aguda se les alsld Rotavirus (106). De igual manera Gutierrez y
cols. en 1989 detectaron que Rotavirus fue el patégenc con mayor
frecuencia, alsldndose en el 57.8% de los casos estudiados (107).

Dentro del cuadro cllnico la asociacién de microorganismos es muy
{mportante encontrandose en este estudio 16 pacientes con infecciones
mixtas, 19.7% de los 81 microorganismos alslados, la asoclacién mas
frecuente fue entre £. coli y Rotavirus y entre £E. coll y
Campylobacter (tabla 6).

En Kuwait Sethl y cols. (1989), realizaron un estudio en 343
niffes con sindrome diarreico y encontraron casos que presentaban uno
o mds patdgenos y 44 de estos paclientes tuvieron infeccliones mixtas,
es declr el 12.9% (108), 1lo cual concuerda con los resultados
obtenidos en este trabajo.

El examen de heces para leucocitos fecales es una forma sencillla
de establecer wun diagnéstico probable de diarrea aguda. La presencia
de leucocitos fecales relacionada con caracterlsticas clinicas ayuda a
limitar el diagnéstico diferencial y es ttil como prondstice de los
resultados del coprocultivo {96).

De los 121 nifios estudiades 57 no tuvieron aislamiento de
patigenos, de los cuales el 49.i% (28) no presentaron leucocitos en
sus heces. Sin embargo el 35.08% {20) presentaron de 10-30 PMN/c y el
15.7% (%) presenté de 1-10 PMN. Esto quizads correlaciona con el hecho

de que otros agentes patdgenos como £E. coli enterotoxigénica,
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Entamoeba hystolltica, Glardia lamblisa, etec. no fueron buscados en
este estudio (tabla 7).

Los resultados presentados apoyan la Importancia de gérmenes
buscados habitualmente y apoyan 1a necesidad de nuevas técnicas para
la busqueda de otros microorganismes y 1la necesidad de adquirir
meétodos mds rdpidos para el diagnésticuv rutlinario a nivel de hospital,
en donde la solucidn de los problemas debe ser inmediato para

dismlinulr la morbilidad relaclonada con este padecimlento.

CONCLUSIONES

La frecuencla de aislamientos del grupo de 121 nliffos gque
acudieron al Servicio de Urgencias-Pediatrla del "H. R. 20 de
Noviembre ISSSTE" con s!ndrome diarreico agudo fue de 66.9%,
aislandose 81 microorganismos. Al analizar 1los datos obtenidos en
este estudio se obtliene que:
lo. Rotavirus fue el patégeno mds frecuente.

20. En las EPEC alsladas se encontrd mayor frecuencia de los
serogrupos pertenecientes del llamado grupo II de Levin,
en donde estdn los responsables cde diarreas esporadicas.

30. Que la especie de Campylobacter mds frecuente fue
Jejuni.

4o. Los grupos de Salmonella entérica frecuentes fueron de
los grupos B (en donde se encuentra el serotipo
Typhimurium) y C.

50. Dentro del grupo de Shigella lo mds frecuente fue

flexneri y sonnel.
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60. La proporclén de aislamiento para Clostridiuvm difficlle
Yy Cryptosporidium fue muy bajo.

To. No se encontrd Yersinia enterocolltlica.

80. El estudio cltoldglico del moco fecal concuerda con los
datos publicados en la bibllografla. Esto da un apoyo
para el dlagnéstico clinico de la enfermedad ya que
correlaciona el nuimero de células con la presencia del

agente infeccloso, aungue no es de ninguna manera patognoménico.

De los resultados obtenldos podemos concluir gque los grupos de
mayor afectaclén son aquellos comprendidos entre los 4 a 12 meses de
edad. La asoclacién entre E. coli y Rotavirus y entre £. coli y
Campylobacter es un fendmeno de infecciones mixtas gque se describe
frecuentemente en los estudlos en México.

La presencia o ausencia de leucocltos en las heces de una persona
con diarrea es una forma sencilla de establecer un dilagnéstico
probable de diarrea aguda. Por lo que todos estos resultados se
correlacionan con lo ya publicado y se puede concluir que el frotis de
moco fecal es 1dtil para orientar haclia un posible agente causante de
la enfermedad.

La observacisén de mayor incidencia en los meses de mayo Yy junio
nos i{ndica la facilitacién que las condiciones climatolégicas
establece en la presencia y mayor desarrollo de organismos

enteropatégenos con el aumento de la temperatura amblental.
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APENDICE 1

NEDIOS DE CULTIVO

Medio:Skirrow:

Agar selectivo para Campylobacter Base
Peptona mezcla de protelnas ,.......-....21.0
Electrolitos .......ccccitvneeesinedsidii " 500
Almidoén soluble ........ccvievearaansas 1.0
AQAr~agar .:.cecieeesecarraieseanrenaas 13,0

pH final +/- 7.3

Preparacidn:

Esterflizar la base a 15 libras durante 15 minutos. Posteriormente
agregar a la base 2 viales de antiblidticos (suplemento selectivo para
Campylobacter) que contliene una mezcla de Polimixina, Vancomiclina y
Trimetroprim. Finalmente se le agregan 20.0 ml de sangre de carnero

estéril. Se mezcla en forma homogenea y se sirve en cajas Petri.
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Hedlo = C.C.FiA. -

Agar ‘Selectivo para Clostridium difficile .

proteosa pé;;pna..
NaaHPO. .. v
MgS0. anﬁidro
Fructosa ...,

NaCl .......

Rojo neutro al 1%
Cycloserine .....y.;... ;

Cefoxitine ..ft.}

Agar bacterioldgico 4ivi.iieiieas ineen 20 g

Agua destilada ..... ... i, 1000 m)

Preparacién:

Mezclar 1la proteosa peptona, Naz:HPO., MgS0., HNaCl y el agar
bacterlclegico, calentarlo para gue se disuelva blen, agregar el
indicador y luego llevarlo hasta 1000 ml! con aqua destilada,
esterilizarlo a 1% libras por 1% minutos. Posteriormente agregar los
antibdticos, y el atdcar previamente esterilizado, se mezcla en forma

homegenea, y se sirve en cajas Petzi.
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APENDICE 2
REACTI1VOS

Reactivo de Wright
Colorante de Wright....... 4 g

Metanol.......i.v0veewaeas 1 Lt

P:eparac!éﬁ:
Mezclar ‘el colorante.con el metanecl y agitar , se deja reposar por un

mes, .y 1ue§o se filtra.

"'Solucién Buffer Fosfato (P.B.S.)
Fosfato disdédico
Fosfato monopotasico

Clorure de Sodio

Solucidén Yodo-Yodurada para caldo Tetrationato

Yode ..... P - I
Yoduro de Potasio ........ 5 g
Agua destilada ......... ..20 ml

Preparacidn:
El yodo se tritura en un mortero y se le adiciona el yoduro de
potasic, ya dlsuelto se le agrega el agua. Se conserva en un gotero en

frasco &mbar.
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. FUCSINA
Soluclén A : Solucién B
Fucslna‘béslca ......FO.J g Fenol fundido .......; 5 ml

EtanolA‘,....uv.f....ld.orml . Agua destilada ,......95 ml

Prepaxécioh;v, 3
‘Mezcle perfectamente Ta soluéisn A’y ‘la Solucién B y guarde en frasco

ambar . ‘se : hfiliza,‘para la - tinclién - de Gram~ " modificada para

VCampylobacter, en.lugar de: safranina.

i e s REACTIVO PARA OXIDASA
Dimetilparafenilendiamina..... 1.0 g

Agua destilada .......c.0000. 100.0 ml

PrepagaciOn

esar la cantidad necesari{a e lmpregnar tiras de papel f{ltro. Dejar
secar las tiras y guardarlas en frasco Admbar a 4 C (estas tiras pueden
usarse conflablemente de 15 a 20 dlas}. Se wusa para la prueba de

oxidasa.

REACTIVO PARA CATALASA
Perdxido de Hidrégeno ....... 3.7 ml

Agua destilada .............. 37.0 ml

SEAUtiliié’ para la pruebs.de catalasa, agregar a una asada de colonia
colocada sobre "un portacbjetos una gota de peréxide de Hidrégeno.

Reacclen positiva, formacién de burbujas.
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HIPURATO'.DE 'SODI0 |

“ Acido hipsric

Agua dest!

Preparaclon:'
" Mezcle perfeétamenée"yrcbl solucién en tubos de
10x75mm. Se ut!llza~pé;a aciéni:de ﬁidrdl;sis de hipurato.

Reaccién bositlva{”vliéra

Ninhfdz;ha'
Butanol ii.i.

Acetona ..

Preparacién:

A la ninhidrina se le agrega : el butanol -y la ‘acetona y se mezcla
perfectamente, y se le aflade 0.2 'ml a los tubos que contienen el
hipurato de sodio. Reaccién positiva vire a un color purpura parecido
al del cristal violeta. Reacciérn negativa a un color débil o incoloro
despuéds de agregar la ninhidrina y 3e incubar a 37 C por 10 minutos.

ACETATC DE PLOMO
Acetato de plzmo ......... 10.0 g

Agua destilals ..... eeenes 50.0 ml

Preparacidén:

Disolver el acetato de plomo en el sgua destllada, humedecer tiras de
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papel flltro, dejarlas. . secar y . quardarlas en frasco d4mbar en

refrigeraclén.

REACTIVO DE KOVAC'S
Alcchel amilico o isoamilico ....... 150.0 ml
p-Dimetil amincbenzaldehldo .,...... 10.0 g

HCL (concentrado) .........e.v00.e.. 50.0 ml

Preparacion:
Disolver el aldehido en el alcohol y agregar lentamente el acido. El
reactivo debe ser de color amarillo; si el color es café, no deberd

usarse, Se utiliza para la deteccién de Indol.

ACRIFLAVINA
Acriflavina ........... 1.0 g

Agua destilada ........550.0 ml

Preparacioén:
Mezclar perfectamente 1la solucién y guardarlas en frasco Aambar en

refrigeracidn. Se wutiliza para 1la aglutlnacién de las cclonias de E.

coli.

REACTIVO DE KINYOUN
Solucién 1 Solucién 2
Fucsina bdsica ....... tenes 4 g Fenol concentrade ... 8 ml

Alcohol etllico al 95 % ... 20 ml Agua destilada .... 100 ml
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Dlsolver la Epcsfna yTpaster1ozmente agregar la Solucidn 2

e Solucién 3
- Solucién A " © Solucién B
Azul de metilenoi.iiiii..: 0.3 g KOH +vvvvvevnenen.. 0.01 g

. Alcohol eii}lb9'§1 95§ «ee 30 ml Agua destilada ... 100 ml

SOLUCION ASx
Tris Base .....euev.-... 1.6 @
EDTA .t uvviveerenonnnas ld g
SDS s.iiiieinrnennsssess D0.65 g
Hercapto etanol .......  0.65 ml
NaCL ....cs0vneennreees 2.0 g

H20 ..ivveevonvinneness 50.0 ml

CONTROL POSITIVO (para Rotavirus)
Lisado SAll ...........12 ml

Mertiolate ............ 0.5 ml

SOLUCION Blx
FeNol ..uvveasssnanseress. 120°g

TE tvvvieeonsnoreanrassss 100 ml

Preparacién:

Mezclar el fencl con el TE, agitar bien por 5 minutoes, luego separar

el fenol.
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SOLUCION Clx
AQAXOSA ceivvecrosnsassns 0,59
AQUA L.iesiea s iaiene e 33 M0

Xilene €1anol .. vwein: 0,27ml; 50"

SOLUCION :D10x -

Trls base ........ 00000

Glicina ..oeivevvesnieds

llevar a 300 ml

SOLUCION E10% :
BEANOL ..viliiiveneiiaias.. 287 ml

Acido acético L......cvvull. 3 ml

SOLUCION F.100x
AgNOs ..ecvvinnenovaveveenaa 55 g

Agua .............;.........30 ml

SOLUCION G125x

Formaldehido al 38%
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APENDICE 3

ANTISUEREBROS

Antisueros para K. col!l (Bigaux)
Antisuero E-1: Antisuero polivalente de E. c¢olf grupo A (serogrupos

0111:K58, 055:K59, )26:K60, 0127:K63).

Antisuero E-2: Antlsuero polivalente de E. colf grupo B (Serogrupos

0B6:K61, 0112:K66, O128:K67, )119:K69, 0125:K70, 0126:K71 y 0124:K72).

Antlisuero E~3: Antisuero polivalente de £F. coll grupo C (Serogrupos

018:K77, 020:K61, 020:K84, 028:K73 y 044:K74}.

Antlsueros para Shigella (Blgaux)
Antisuero Sh-1:

Antisuero polivalente de Shigella dysenterfae (grupo A).

Antisuero sh-2:

Antlsuero polivalente de Shigella flexneri (grupo B).

Antisuero sh-3:

Antisuero polivalente de Shigella boydii {(grupo C}.

Antisuero Sh-4:

Antisuero polivalente de Shigella sonnei (grupo D).
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Antisueros para Salmonella (Bigaux)
Antlsuero S-1:

Antisuero polivalente de Salmonella de los grupos A hasta el I mas Vi,

Antisuero 5-2:

Antisuero polivalente de Salmonella de 15s grupos A hasta el E mas Vi,

Antisuero S-3:

Antisuerc de Salmonella grupo A.

Antisuero 5-4:

Antisuero de Salmonella grupo B.

Antisuero S-5:

Antisuero de Salmonella grupo Ca.

Antisuero S-6:

Antisuero de Salmonella grupo Ca.

Antisuero 5-7:

Anfisuero de Salmonella grupo D.

Antisuero $-8:

Antisuer> de Salmonella grupo E.

Antisuero S-9:

Antisﬁeto de Salmonella grupo F.
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Antlisuero s-10:

Antisuero de Salmonella grupo G.

Antisuero §-11:

Antlsuero de Salmonells grupa H.

Antisuero §-~12:

Antlsuero de Salmonella grupo I.

La sercotipificacion de las cepas de Campylobacter se  reallzé en el
Instituto Naclonal de Dlagnéstico y Referenclas Epldemlolégicas
{I.N.D.R.E.) de la Ciudad de México, D.F. por la M. en 5.P. Celia
Gonzalez.
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