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Resumen

La diarrea aguda es principalmente una enfermedad de nifios, siendo su epidemiologia
totalmente dependiente de la region geografica, nivel socio econémico, costumbres y
habitos de la poblacion. Es una importante causa de morbilidad y mortalidad en paises en
desarrollo. Para evidenciar los agentes bacterianos causales de diarrea en la poblacion
atendida en el Hospital Pediatrico del Nifio Jesus de la ciudad de Cdrdoba, se estudiaron en
forma retrospectiva un total de 5387 muestras fecales diarreicas recibidas entre el 1 de
marzo de 2004 y el 31 de diciembre de 2011, de las cuales 1835 (34,1%) presentaron
desarrollo de alguna especie bacteriana patdgena. En 1779 muestras se detectd un
enteropatdgeno, en 55 muestras se detectd asociacion entre dos; y en una muestra se
encontré asociacion entre 3 especies bacterianas. Las frecuencias de aislamiento fueron:
Shigella spp: 52,97% (972/1835), Campylobacter spp: 41,68% (765/1835), Salmonella spp:
6,81% (125/1835) y E. coli O157:H7: 0,98% (18/1835); en 11 pacientes se detectd Yersinia
enterocolitica como Unico enteropatdgeno, y en un paciente E. coli O145. Los metodos de
cultivo convencionales, siguen siendo la opcién mas accesible para la deteccion e
identificacion de patdgenos bacterianos entéricos en los laboratorios clinicos en nuestro
pais. La implementacion de técnicas moleculares permitira profundizar los estudios

epidemioldgicos de estos enteropatdgenos.
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Introduccion

La diarrea se define como la presencia de heces de menor consistencia 0 acuosas,
por lo menos tres veces por dia, 0 una frecuencia de deposiciones mayor que la normal para
un individuo (1). La diarrea es el sintoma comun de una infeccidn gastrointestinal causada
por un amplio rango de patogenos, incluidos los virus, las bacterias y los protozoos. La
gran mayoria de estos patdgenos comparten el modo en que son transmitidos: de la materia

fecal de una persona a la boca de la otra.

La diarrea aguda es una causa importante de morbilidad y mortalidad. En el mundo
entero mueren méas de 2 millones de personas por afio, la mayoria nifios, debido a que
poseen una alta susceptibilidad y mayor exposicién a los agentes causales (2). La
epidemiologia depende del nivel socioecondmico, huésped, estacion del afio y
fundamentalmente de la falta de provisién de fuentes de agua segura y la incorrecta
eliminacién de excretas. En Argentina méas de 8 millones (23%) de habitantes no tienen red
de agua potable, mientras que mas de 21 millones (57,5%) no cuentan con desagues

cloacales (3).

Algunos de los patdgenos bacterianos mas importantes observados en el mundo
incluyen Aeromonas spp., Campylobacter spp., Escherichia coli diarreogénica, Salmonella
spp., Shigella spp., Vibrio cholerae y Yersinia spp. (4). Usualmente, la etiologia
microbioldgica de la diarrea no es obvia clinicamente, por lo tanto el diagnéstico de
laboratorio adquiere gran importancia, ya que se debe instaurar al paciente, un tratamiento
de rehidratacién, y en ciertas ocasiones, dependiendo del agente etiol6gico y la gravedad

del cuadro, implementar una terapia antimicrobiana.

Recientemente estan disponibles pruebas moleculares de diagndstico, pero debido a
su alto costo su uso estd limitado a paises desarrollados, por ello los métodos de cultivo

convencionales, aunque laboriosos, siguen siendo la opcion mas accesible para la deteccién



e identificacion de patdgenos bacterianos entéricos en los laboratorios clinicos de nuestro

pais.

El objetivo de este trabajo fue detectar los agentes causales de diarrea en la
poblacion pediatrica atendida en el Hospital Pediatrico del Nifio Jests de la Ciudad de
Cordoba entre el 1 de marzo de 2004 y el 30 de diciembre de 2011.

Materiales y Métodos

Se revisaron, en forma retrospectiva, los agentes etioldgicos causales de diarrea
aislados de coprocultivos realizados entre el 1 de marzo de 2004 y el 30 de diciembre de
2011. En este periodo se procesaron 5387 muestras de materia fecal de pacientes

pediatricos con diagnostico de diarrea aguda (una muestra por paciente).

Las heces se recogieron por evacuacidén espontanea en frasco estéril y fueron
examinadas microscopicamente (400X) con azul de metileno para determinar el recuento

de leucocitos.

Se investigo la presencia de Shigella spp., Salmonella spp., Campylobacter spp.,
Escherichia coli O157:H7 y Yersinia spp. sembrando las muestras dentro de la media hora
de ser remitidas al servicio, en los siguientes medios de cultivo: agares Levine y
Salmonella-Shigella (SS) (Britania), Mac Conkey con sorbitol (SMAC) (Biokar) y en
caldo selenito (Britania). Los cultivos fueron incubados a 37°C en aerofilia durante 24
horas a 37°C y a 25°C por 24 horas adicionales para favorecer el desarrollo de Yersinia
spp.. Paralelamente se inoculé un tubo con medio de transporte de Cary Blair (Britania),
que fue conservado a 4°C, por no méas de 4 dias, hasta la siembra en placas comerciales
Campylosel (Biomerieux) para la investigacion de Campylobacter spp., e incubadas a 42°C
en microaerofilia a través de sobres generadores de atmosfera (GenPack, Biomerieux) por
48 horas.

Identificacién bioguimica y seroldgica: las colonias “sospechosas” (en agares

Levine y SS: lactosa negativa; en agar SMAC: sorbitol negativas o pequefias sorbitol

positivas) fueron tipificadas mediante pruebas bioguimicas convencionales. Para Yersinia
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spp.: coloracion de Gram, oxidasa, utilizacion de glucosa-lactosa-sacarosa, produccién de
gas y de sulfidrico: mediante utilizacion del medio de tres azlcares y hierro (TSI: del inglés
tri sugar iron), urea, sorbitol, decarboxilacion de lisina (LIA), ornitina y arginina,
fenilalanina, Voges Proskauer a 25 y 37 °C. Para Salmonella spp., E. coli y Shigella spp:
coloracion de Gram, oxidasa, TSI y LIA. Para Campylobacter spp.: morfologia de la
colonia, movilidad, coloracién de Gram, catalasa, oxidasa, hidrolisis del indoxilacetato
(Sigma) y en algunos casos hidrdlisis del hipurato de sodio.

Los aislamientos tipificados bioquimicamente como Shigella spp., Salmonella spp.
y/o E. coli fueron serotipificados con antisueros poli y monovalentes producidos y
provistos por el Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas Dr. Carlos G. Malbran
(Osh B, Osh D, O1, 02, O3, 06 y aa479 para Shigella spp.; OS-A, 0S-B, 04, 09 y 06
para Salmonella spp.; 0157, 0145 y H7 para E. coli. Todas las cepas de Salmonella sp.,
Shigella sp., E coli O157:H7 y Yersinia sp. fueron remitidas al Instituto Malbran donde se

confirmd, en todos los casos, su identificacion de género y especie y/o seroldgica.

Resultados

El examen microscopico de la materia fecal coloreada con azul de metileno, reveld
respuesta inflamatoria (>5 leucocitos /campo de 400X) en el 95% de las muestras donde se
obtuvo el desarrollo de al menos un enteropatdgeno. En el 5% restante se observo presencia

de menos de 5 leucocitos por campo.

El indice de positividad del cultivo de la materia fecal fue del 34,1%, ya que en
1835 muestras fue posible identificar al menos una especie bacteriana patdgena.

Las frecuencias de aislamiento fueron: Shigella spp: 52,97% (972/1835),
Campylobacter spp: 41,68% (765/1835), Salmonella spp: 6,81% (125/1835) y E. coli
O157:H7: 0,98% (18/1835). En 55 muestras se encontraron asociaciones entre dos
enteropatdgenos bacterianos: Campylobacter spp. con: Shigella spp. (n=43), con E. coli
0157:H7 (n=5), con Salmonella spp. (n=2), y con Yersinia enterocolitica (n=2). También

se encontrd Salmonella spp. asociada con Shigella spp. (n=3). En 1 muestra se encontro



asociacion entre tres enteropatdgenos bacterianos: Shigella dysenteriae, Salmonella sp. y

Campylobacter sp. (Tabla 1).

Con respecto a las especies dentro del género Shigella hubo un marcado predominio
de S. flexneri seguida por S. sonnei y luego por S. dysenteriae con 684, 284 y 4

aislamientos respectivamente.

Durante el periodo estudiado S. flexneri predomind sobre S. sonnei (70,0 % vs
29,2% respectivamente), salvo durante el verano del afio 2009-2010 (meses de noviembre,
diciembre, enero y febrero) en que se detectd un desmesurado incremento en la frecuencia
de S. sonnei respecto de S. flexneri (69% vs 31% respectivamente), lo que evidencio un
cambio en la epidemiologia de la diarrea producida por Shigella spp. durante ese periodo,

ya que posteriormente S. flexneri volvié a predominar sobre S. sonnei.

Los serotipos de S. flexneri fueron: 2, 3, 1, 6, aa479, 4, 5, variante X y variante Y,
con 375, 190, 62, 27, 20, 4, 3, 1 y 1 aislamientos respectivamente. (Tabla 2). Un
aislamiento no pudo ser serotipificado ya que perdio la viabilidad.

De los 125 aislamientos de Salmonella enterica subesp. enterica, 35 fueron
serovariedad Typhimurium, 28 Enteritidis, 7 Newport, 5 Agona, 4 Montevideo, 2 Derby, 2
Saintpaul, 2 Oraniemburg, 2 Javiana y diversas serovariedades con 1 aislamiento cada una.

No se pudo conocer la serovariedad en 30 aislados.

Se determind la especie dentro del género Campylobacter en 60 aislados siendo C.

jejuni la predominante (95%).

De las 18 cepas de E. coli O157:H7 s6lo 4 produjeron sindrome urémico hemolitico
en los pacientes que las portaban. La mayoria de los aislamientos de E. coli 0157 fueron
productores de toxina de shiga tipo 2. El aislamiento de E. coli O145 provino de un

paciente con sindrome urémico hemolitico.

En cuanto a Yersinia enterocolitica, hubo un total de 11 aislamientos de los cuales
dos estaban asociados a Campylobacter spp. La deteccion de esta especie se vio favorecida

por la incubacion a temperatura ambiente por 24 hs adicionales.



Con respecto a la estacionalidad de los diferentes enteropatogenos, Shigella spp. y
Salmonella spp. fueron mas prevalentes en los meses estivales, mientras que
Campylobacter spp. fue aislado durante todo el afio pero con mayor frecuencia durante los

meses de otofio e invierno.

Discusion

La diarrea aguda es principalmente una enfermedad de nifios, siendo su
epidemiologia totalmente dependiente de la region, nivel socio economico, costumbres y
habitos de la poblacion. La provisién de agua potable y la correcta eliminacién de excretas

juegan un rol fundamental en la prevencion de la misma.

En el presente trabajo, se realizd una revision retrospectiva de muestras de materia
fecal de pacientes pediatricos con diagnostico de diarrea bacteriana aguda con una tasa de
recuperacion del 34,1%, la cual es buena, teniendo en cuenta reportes previos que oscilan
entre 3% en paises desarrollados (5), alcanzando valores de hasta el 49,9% en paises en
vias de desarrollo (6,7,8). Creemos que el alto porcentaje de recuperacién puede ser debido
a que en el Laboratorio del Hospital Pediatrico las materias fecales fueron sembradas

inmediatamente de recibidas, lo cual favorece la viabilidad de los enteropatogenos.

Debe tenerse en cuenta que el coprocultivo puede por si mismo tener valores de
recuperacion bajos, ya que existen células bacterianas que pueden ser viables pero no
cultivables en el laboratorio de microbiologia utilizando medios de cultivo convencionales,
un fendmenos que ha sido descripto para Vibrio cholerae, Salmonella Enteritidis, Shigella
spp. y Campylobacter jejuni (4).

El principal enteropatdgeno en esta serie fue Shigella spp. (18,0%), coincidente con
reportes previos (6,9,2). Sin embargo existen reportes en la literatura donde Campylobacter
sp. es el enteropatdégeno predominante (10). Al respecto se puede mencionar que el nivel
socio economico de la poblacion estudiada, tiene relacion sobre la predominancia de uno
sobre el otro; mientras mayor es el mismo, Campylobacter spp. predominara sobre Shigella

spp. y visceversa (11). Dentro de éste género, S. flexneri fue méas prevalente que S. sonnei,



con excepcion del verano del afio 2009-2010, en el cual hubo un gran incremento de la
especie sonnei. ldéntica situacion se present6 en todo el pais quiza por el ingreso de un
nuevo clon. A partir de ese momento y en un intento de predecir futuros brotes y adoptar
medidas de control el Instituto Malbran implemento el programa MIDAS. ElI mismo tipo de
brote ocurrié en el afio 2001 en la Provincia de Buenos Aires (2) y en San José de Costa
Rica (12). Shigella sonnei causa brotes aislados en paises desarrollados (13), mientras que
S. flexneri lo hace en paises en via de desarrollo. En cuanto a los aislamientos de S. flexneri
denominados aa479 fueron informados por el INEI ANLIS Malbran como probable nuevo
serotipo el cual se encuentra actualmente en estudio. De los 4 aislamientos de S.

dysenteriae dos fueron serotipo 3.

Campylobacter spp. tuvo una frecuencia de aislamiento del 14,2%, siendo el
segundo en prevalencia; es esperable ya que se ha visto que la infeccidn por este patdgeno
es hiperendémica en paises en desarrollo. A diferencia de Shigella spp la cual predomina en
meses estivales, Campylobacter spp. no present6 estacionalidad estival (14), fendmeno que

también ocurre en paises desarrollados (15).

La mayor asociacion entre patdgenos en este estudio fue entre Shigella spp. y
Campylobacter spp.; sumando un total de 43 casos. Estudios realizados en paises en
desarrollo, demuestran que cerca de la mitad de los pacientes con enteritis por
Campylobacter, tienen asociado otro enteropatdgeno (16); inclusive los test diagnosticos

moleculares también certifican que hay asociaciones entre distintos patogenos (4).

Referido a E. coli productora de toxina shiga, en la presente revision se encontrd
que el serotipo 0157 fue el mas prevalente, en concordancia con el trabajo de Rivas y col
(17).

En cuanto a Yersinia enterocolitica, hubo un total de 11 aislamientos (dos asociados
a Campylobacter spp.), siendo este trabajo el primer reporte con dicha cantidad de cepas
Teniendo en cuenta la bibliografia (18, 19) nuestro porcentaje de recuperacién (0,22%) fue
muy satisfactorio, a pesar de no contar con medios de cultivo selectivos para este patdgeno,
tales como el medio CIN (Cefsulodina-lrgasan-Novobiocina). No existen hasta el presente

otros trabajos referidos a Yersinia enterocolitica en materia fecal, por lo que proponemos



que es probable que esta infeccidn esté subdiagnosticada, por ello es necesario mejorar la

metodologia empleada para su deteccion. (20,21)

A pesar de los esfuerzos por mejorar la recuperacion de los diversos
enteropatdgenos utilizando medios de cultivo convencionales, se hace indispensable la
aplicacion de técnicas moleculares para conocer en mayor profundidad la epidemiologia a
nivel local de los mismos, lo que acarreara medidas preventivas especificas en nuestra

poblacion pediétrica.



Tabla 1. Enteropatdgenos recuperados de 1835 muestras de materia fecal

proveniente de pacientes pediatricos

Shigella spp 50,40%
Campylobacter spp 38,80%
Salmonella spp 6,49%
Escherichia coli 0157:H7 0,71%
Yersinia enterocolitica 0,49%
Escherichia coli 0145 0,05%
Campylobacter spp + Shigella spp 2,34%
Campylobacter spp + Salmonella spp 0,11%
Campylobacter spp + E.coli O157:H7 0,27%
Campylobacter spp + Yersinia spp 0,27%
Shigella spp + Salmonella spp 0,16%
Shigella spp + Salmonella spp + Campylobacter spp 0,05%




Tabla 2: serotipos de Shigella flexnerii

Serotipos de Shigella flexneri

NuUmero de aislamientos

2 375 (54,8%)

3 190 (27,8%)

1 62 (9,1%)

6 27 (3,9%)

aad79 20 (2,9%)

4 4 (0,6%)

5 3 (0,4%)
variante X 1 (0,1%)
variante Y 1 (0,1%)

Sin tipificar 1(0,1%)
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