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RESUMEN

Introduccion: Las enfermedades diarreicas agudas (EDAS) constituyen un problema de
salud publico serio en Bolivia, donde el nimero de episodios diarreicos aumentan
anualmente. Las diarreas causadas por Shigella'y Salmonella son las que potencialmente,
suponen un riesgo vital para el paciente. Conocer las caracteristicas clinicas,
nutricionales y factores de riesgo determinantes en la produccion de las EDAS es
importante para una mayor inversién en programas de salud, nutricion y educacion. Para
lo que es importante desarrollar técnicas para establecer un diagnostico rapido y eficaz
de estos patdgenos, el cual presente mayor sensibilidad y especificidad, como lo es la
técnica Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Objetivo: Determinar las caracteristicas clinicas, nutricionales y epidemioldgicas de las
EDAs causadas por: Salmonella spp. y Shigella spp. en nifios de 6 meses a 5 afios de
edad en el Hospital Municipal Boliviano Holandés de la ciudad de EI Alto de agosto a
noviembre de 2004, e implementar la técnica PCR en el diagndstico directo de estos
patdgenos entéricos.

Metodologia: Se realizd6 un estudio de tipo experimental, descriptivo transversal
correlacional. Para determinar las caracteristicas epidemiologicas se utilizaron
encuestas, con los que se creo una base de datos con el programa estadistico Epi-Info
3.3, ademas del programa Epinut para los datos nutricionales. Para la identificacion de
Salmonella spp. y Shigella spp. se utiliz6 el coprocultivo y la técnica PCR, la cual se
optimizo para el uso en el diagnostico directo de heces.

Resultados: Se optimiz6 un PCR simple para la deteccién de Shigella y un Nested PCR
para Salmonella. Se obtuvo 103 muestras fecales y la frecuencia de Shigella spp. y
Salmonella spp. fueron 18,4 % y 1,9 % respectivamente. De los pacientes con Shigella
se encontraron 3 caracteristicas clinicas significativas, la consistencia de las heces, la
presencia de moco y la fiebre y una con respecto a la alimentacion habitual del nifio. Por
el bajo nimero de pacientes con Salmonella no se pudo realizar el analisis estadistico. Se
encontrd un 42 % de nifios con desnutricidn, segin peso/edad.

Conclusion: Las técnicas PCR tienen una buena sensibilidad y especificidad en el
diagndstico Salmonella spp. y Shigella spp. Las caracteristicas de los pacientes con
EDAs causada por Shigella y de los pacientes con causa desconocida son semejantes.
Para determinar factores de riesgo se recomienda tomar una poblacion de estudio mayor,
para asi también obtener mayor cantidad de pacientes con esta enfermedad.
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SUMMARY

Introduction: The acute diarrheal diseases (EDAS) constitute a serious problem of
public health in Bolivia, where the number of diarrheal episodes increases annually. The
diarrheal caused by Salmonella and Shiggelal are those that potentially, suppose a vital
risk for the patient. To know the clinical, nutritional characteristics and determining
factors of risk in the production of the EDAs is important for a greater investment in
programs of health, nutrition and education. For which and important to develop
techniques to establish a fast and effective diagnosis of these pathogens, which present
may sensitivity and specificity, as it is it the technical Chain reaction of Polimerasa
(PCR).

Objective: To determine the clinical, nutritional characteristics and epidemiologists of
the EDAs caused by: Salmonella spp. and Shigella spp. in children of 6 months to 5
years of age in the Dutch Bolivian Municipal Hospital of the city of EI Alto of August
to November of 2004, and to implement technique PCR in the direct diagnosis of these
enteric pathogens.

Methodology: A study of experimental, descriptive cross-sectional type was made
corelational. In order to determine characteristic epidemiologists and they used surveys,
with which | am created a data base with the statistical program Epi-Info 3,3, in addition
to the Epinut program for the nutritional data. For the identification of Salmonella spp.
and Shigella spp. it was used the feces cultivate and the technique PCR, which was
optimized for the use in the direct diagnosis.

Results: One optimized a simple PCR for the detection of Shigella and a Nested PCR
for Salmonella. One obtained 103 fecal samples and the frequency of Shigella spp. and
Salmonella s p p. they were 18.4 % and 1.9 % respectively. Of the patients with Shigella
were 3 significant clinical characteristics, the consistency of feces, the snot presence and
fever and one with respect to the habitual feeding of the boy. By the low number of
patients with Salmonella the statistical analysis could not be made. One was 42 % of
children with undernourishment, according to weight/age.

Conclusion: Techniques PCR have a good sensitivity and specificity in the diagnosis
Salmonella spp. and Shigella spp. The characteristics of the patients with EDAs caused
by Shigella and of the patients with unknown cause are similar.

In order to determine risk factors it is recommended to take a population from greater
study, thus also to obtain greater amount of patients with this disease.
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I. INTRODUCCION

Las enfermedades diarreicas siguen siendo un tema de preocupacion a nivel mundial.
Son la primera causa de mortalidad con 2.2 millones de muertes anuales, a pesar de los
progresos considerables desde los afios 80 (5 millones de muertos anuales), en particular
gracias a la rehidratacion por via oral (OMS, 2004). La calidad y la seguridad de los
alimentos esta ahora considerada como un elemento primordial de las estrategias de

lucha.

La incidencia de las infecciones gastrointestinales agudas es muy variable y pueden estar
causadas por una gran variedad de patdgenos bacterianos, viricos o protozoarios. Su
significacion clinica varia desde trastornos funcionales relativamente leves, poco
molestos y autolimitados, hasta convertirse en un proceso potencialmente grave, en
relacion con cuadros de deshidratacion y desnutricion severos e importantes
desequilibrios hidroelectroliticos que pueden tener un curso fulminante y poner en
peligro la vida del enfermo. En los paises subdesarrollados, donde las condiciones
sanitarias son, generalmente, inadecuadas, estas enfermedades suelen ser causa
importante de morbilidad en todas las edades y de mortalidad en lactantes y nifios
pequefios. En el mundo industrializado, los lactantes y nifios pequefios tienen menos

episodios de diarrea, siendo la mayor parte de ellos leves.

La diarrea infecciosa aguda es muy frecuente, especialmente en nifios, y su control
requiere un buen conocimiento de las causas. Son muy pocos los estudios etioldgicos

extensos realizados en paises desarrollados.

Las infecciones en general, especialmente las Enfermedades Diarreicas Agudas (EDAS)
constituyen un problema de salud pablico serio en Bolivia. En el 2000 la prevalencia de
diarrea era del 29,9%.

La informacion prestada por SEDES-La Paz, de los episodios diarreicos atendidos por
1000 en menores de 5 afios, comparativo de 1999-2003 fue de: 184.73 en 1999, 210.91
en 2000, 203.28 en 2001, 265,11 en 2002 y 297.86 en 2003.
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Las diarreas causadas por bacterias son las que potencialmente suponen un mayor riesgo
vital para el paciente, siendo los patégenos mas importantes Shigella y Salmonella.

Shigella, es uno de los agentes etioldgicos de disenteria, infeccion localizada ulcerativa
de colon. Las distintas especies de Shigella constituyen la principal causa bacteriana de
disenteria, diarrea caracterizada por eliminacion frecuente de heces conteniendo pus,
sangre y moco. El ser humano es el unico reservorio conocido de este agente. La
mayoria de los casos ocurren en nifios, en general trasmitidos por contacto directo.
Constituye un importante problema de salud publica mundial, debido fundamentalmente
a su elevada transmisibilidad, la emergencia de cepas resistentes a antimicrobianos y la

falta de vacunas efectivas.

Las Salmonellas son causantes de infecciones sistémicas como fiebre tifoidea y
gastrointestinales como la salmonelosis. Son un problema importante de salud publica
tanto para paises desarrollados como paises en desarrollo. Ciertos serotipos causan una
respuesta inflamatoria localizada en regiones de la mucosa infectada caracterizada por
gastroenteritis 0 enterocolitis y otros dan lugar a una enfermedad febril sistémica como
lo son las fiebres entéricas tipo tifoidea. Las bacteriemias por especies prevalentes de
Salmonella se observan cada vez con mayor frecuencia en distintas regiones, ya sea en
pacientes desnutridos o inmunocomprometidos. La Salmonella se distribuye de forma
universal tanto en animales como en el hombre. Los animales productores de carne y las

aves son, en general, los que se encuentran comprometidos con mayor frecuencia.

Los datos con los que se cuentan en la actualidad sobre las EDAs causadas por Shigella
y Salmonella asi como de los demas agentes patdgenos causantes de diarrea son
insuficientes, ya que no diferencian al agente causal, ni los factores de riesgo mas

importantes de transmisién en nuestro medio.

Actualmente, en Bolivia se estdn empleando técnicas microbiol6gicas y seroldgicas para
la deteccion y posterior tipificacion de microorganismos patégenos contaminantes de
alimentos y causantes de enfermedad diarreica, pero, estds técnicas presentan
limitaciones en la sensibilidad y especificidad y este aspecto podria condicionar que

estos patdgenos pasen desapercibidos sin ser detectados.
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Ante este inconveniente, las técnicas moleculares se constituyen en una alternativa,
puesto que estas presentan una sensibilidad y especificidad casi perfectas, por otro lado,
su gran versatilidad permite que basados en una misma técnica, como por ejemplo, la
técnica de amplificacion de Acido desoxirribonucleico (ADN) Ilamada Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR), se puedan desarrollar técnicas de deteccion de una

infinidad de microorganismos.

La identificacion rapida de patdgenos entéricos es importante para el tratamiento del
paciente y para las investigaciones epidemiologicas.

La deteccion de patogenos entéricos en muestras de materia fecal utilizando PCR,
enriquece las herramientas diagndsticas para estas patologias cuando los métodos

convencionales de laboratorio no pueden utilizarse o no han sido eficientes.

En el presente trabajo, pretendemos realizar un estudio epidemiolégico de las
enfermedades gastrointestinales causadas por Shigella sp. y Salmonella sp. en pacientes
que asisten al Hospital Municipal Boliviano Holandés de la ciudad de El Alto, de tal
manera de en un plazo corto tener datos precisos sobre las caracteristicas que determinan
la infeccion por estos patdgenos en Bolivia, ademés de determinar los factores de riesgo
asociados a la enfermedad. Se espera que la aplicacion de técnicas moleculares de
identificacion, se extiendan a todos los laboratorios, como meétodos de diagnostico o

para estudios epidemioldgicos.

Conociendo las caracteristicas que presentan los pacientes con diarrea aguda y los
causados por Salmonella y Shigella, este trabajo nos permitira tomar politicas necesarias
para la prevencion de las enfermedades diarreicas agudas, asi como para realizar nuevas

investigaciones sobre la base de este estudio.
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II. ANTECEDENTES

A. ENFERMEDADES DIARREICAS AGUDAS (EDAS)

1. Concepto

La gastroenteritis aguda es una inflamacion de la mucosa gastrica e intestinal. Se traduce
clinicamente en un cuadro de diarrea de instauracion rapida, con o sin signos y sintomas
acompariantes tales como nauseas, vomitos, fiebre o dolor abdominal. Es producida en la
mayoria de los casos por una infeccion entérica; debido a ello, en la literatura el término

"gastroenteritis aguda™ es practicamente sindGnimo de diarrea aguda de causa infecciosa.
2. Fisiopatologia

En términos generales, la diarrea de causa infecciosa se produce cuando el volumen de
agua Yy electrolitos presentado al colon excede su capacidad de absorcién, eliminandose
de forma aumentada por las heces.

La gran pérdida de liquidos y electrélitos puede derivar en un cuadro de deshidratacion.
Esto es mas frecuente en el nifio pequefio por tener una mayor area de superficie
corporal en relacion con el peso que el adulto y, por lo tanto, unas mayores pérdidas
insensibles.

En estas edades hay también un riesgo nutricional mas importante por existir una gran
respuesta catabolica frente a las infecciones y una deplecién de las reservas nutricionales
mas rapida que en el adulto. Los factores que influyen en la afectacion nutricional son,
en primer lugar, la disminucion de la ingesta calorica por la hiporexia concomitante y la
restriccion alimentaria habitualmente indicada, y en segundo lugar, la posible existencia

de malabsorcién de nutrientes secundaria a la lesién intestinal. ¢®

3. Diarrea y Nutricion

La diarrea aguda induce efectos adversos sobre la nutricion por variadas causas:
vomitos, mala absorcion, hipercatabolismo, anorexia, y suspension o dilucion
inmotivada de la alimentacion. En este Gltimo caso hay claramente un factor iatrogénico,
el que constituye hoy en dia un serio problema global que conspira contra el tratamiento

racional de la diarrea. Para minimizar los efectos adversos de la diarrea, la alimentacion
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debe continuar durante la enfermedad, ofreciéndole al nifio tanto como desee comer. Ha
sido bien documentado que la recuperacion nutricional es superior cuando se les ofrece a
los nifios una ingesta dietética liberal durante la diarrea, que cuando se les restringe la
alimentacién. La alimentacion continuada provee de proteinas y energia al paciente
evitando asi las carencias, ayuda a regenerar la mucosa intestinal y evita la suspension
de la lactancia materna. A pesar de que, tradicionalmente, se ha tendido a restringir la
alimentacion del nifio durante y después de un episodio de diarrea aguda, es importante
considerar que no hay ninguna evidencia cientifica sélida que fundamente la suspension,
reduccion o dilucion de la alimentacién normal del nifio mientras éste tenga diarrea, o
durante la convalecencia. El esquema dietético que se debe aconsejar no debe colaborar

con los efectos adversos sobre la nutricién, anteriormente nombrados. ¥

Es muy improbable que el hecho de mantener la alimentacion continuada durante la
enfermedad pueda inducir una pérdida mayor de liquidos y electrolitos. Tampoco es
necesario - salvo en casos excepcionales - el uso de formulas sin disacaridos durante la
diarrea aguda. La mala absorcion de hidratos de carbono que se ve durante el curso de la
diarrea es, en la mayor parte de los casos un fendomeno parcial, transitorio, y mas un
fendmeno que un factor agravante de la diarrea. Por otra parte, se debe ser cuidadoso
para no ofrecer al paciente con diarrea, volumenes de leche, por ejemplo, que superen lo
gue normalmente toma estando sano, ya que la enteritis que esta sufriendo, obviamente,
le va a dificultar la digestion y absorcién de cantidades mayores de lactosa que las que

esta habituado a recibir. ¥
4. Diagnostico

La gastroenteritis aguda es un proceso autolimitado en el que, en la mayoria de los
casos, solo es necesaria una valoracion del paciente mediante una adecuada historia

clinica y una cuidadosa exploracion fisica. ‘%
a. Valoracion del estado de hidratacion

El dato clinico mas exacto del grado de deshidratacion es el porcentaje de pérdida
ponderal, que representa el déficit de liquidos existente.
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La deshidratacion se considera segun esta perdida como:

- Leve pérdida < del 5% del peso corporal.

- Moderada pérdida del 5-10% del peso corporal.

- Grave pérdida > 10% del peso corporal.

Como habitualmente no se dispone de un peso previo, se realiza esta valoracion
mediante escalas clinicas. Recientemente han sido publicadas por la Sociedad Europea
de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricién Pediatrica (ESPGHAN) las "Guias
practicas para el manejo de la gastroenteritis en nifios”, en las que se establece un

conjunto de signos y sintomas para estimar el grado de deshidratacion.
b. Exploraciones complementarias

En la mayoria de los casos no serdn necesarias para el manejo del paciente de forma
ambulatoria. En algunos nifios sin una clara correlacion entre la historia clinica y la
exploracion fisica se puede realizar en la consulta una tira reactiva de glicemia o un

sistematico de orina para una valoracién méas completa. ¥
c. Diagnostico etioldgico

A lo largo de los afios se han tratado de identificar datos de la historia clinica y la
exploracion fisica en nifios con diarrea que permitan predecir la probable etiologia
bacteriana o virica de la misma. Se han establecido como parametros clinicos que
pueden sugerir el origen bacteriano de la enfermedad la edad mayor de 3 afios, el
comienzo brusco de la diarrea, la ausencia de vomitos, la hipertermia y la presencia de
sangre macroscopica en heces.

No obstante, dado que el conocimiento del agente causal no va a influir la mayoria de las
veces en el abordaje terapéutico de la diarrea, sélo estaria indicado realizar el estudio
microbioldgico de heces en los casos de:

- inmunodeficiencias,

- diarrea mucosanguinolenta,

- ingreso hospitalario,

- diagndstico dudoso,

- diarrea prolongada.
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5. Tratamiento

No existe un tratamiento especifico de la gastroenteritis aguda como tal. El principal
objetivo en el manejo terapéutico de este proceso es la correccion de la deshidratacion y,

una vez realizada ésta, la recuperacién nutricional. ¢
a. Rehidratacion

La evidencia de un transporte de sodio acoplado al transporte activo de glucosa u otras
pequefias moléculas organicas en el intestino delgado ha facilitado el desarrollo de
soluciones de rehidratacion oral. La solucion inicialmente utilizada, recomendada por la
OMS en 1977, fue evaluada en un principio en pacientes con diarrea tipo colérica, con
grandes pérdidas fecales de sodio, por ello su contenido de sodio era relativamente
elevado (90 mEg/L). El uso extendido de esta solucidn en nifios con otro tipo de diarrea,
principalmente de etiologia viral y con menores pérdidas fecales de sodio, se asocio a
riesgo de hipernatremia. En 1988 la Academia Americana de Pediatria recomendo la
utilizacion de una solucion de rehidratacion oral con una concentracién de sodio de 75-
90 mEq/L para la fase de rehidratacion, y de 40-70mEq/L para la fase de mantenimiento.
A su vez, la ESPGHAN en 1992 sentd las recomendaciones para una solucion de
rehidratacion oral en nifios europeos con menor contenido en sodio (60 mEg/L).

La disponibilidad actual de soluciones de rehidratacion oral adecuadas hace que su
administracion sea el método de eleccion en el tratamiento de la deshidratacion.

Es importante hacer notar que estas soluciones tienen distintas formas de reconstitucion.
Es necesario que la solucién de rehidratacion que se indique cumpla las
recomendaciones citadas previamente, no debiendo ser sustituida por algunas bebidas de
uso comun con un mejor sabor pero que no rednen en su composicion las condiciones
adecuadas. De las mas utilizadas son las llamadas bebidas isotonicas, que contienen s6lo
entre 10 y 20 mEqg/L de sodio y 1-5 mEg/L de potasio. Las bebidas como Coca-cola,
Pepsi-cola o Fanta, contienen menos de 4 mEg/litro de sodio, minimas cantidades de
potasio y osmolaridades por encima de 450 mOsm/L por un alto contenido en de

hidratos de carbono. Por ultimo, los jugos de frutas (naranja, manzana), aungue tienen
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una mayor concentracion de potasio (> 20 mEg/L), aportan minimas cantidades de sodio
y osmolaridades entre 600 y 700 mOsm/L.

Son contadas las situaciones que contraindican la rehidratacion oral:

- deshidratacion grave, con afectacion hemodindmica y/o disminucion del nivel de
conciencia;

- existencia de vomitos incoercibles o grandes pérdidas fecales;

- cuadro clinico potencialmente quirdrgico;

- fracaso previo de la rehidratacion oral.

El ritmo de administracién oral de la solucién de rehidratacion seria:

- Si no hay signos de deshidratacion 10 mL/kg por deposicion liquida para reponer las
pérdidas mantenidas, afiadido a la dieta habitual del paciente.

- Si la deshidratacion es leve 30-50 mL/kg (déficit) durante 4 horas + pérdidas
mantenidas (10 mL/kg por deposicion liquida).

- Si se estima un grado de deshidratacion mayor valorar tratamiento hospitalario.

Ej. Paciente de 10 kg de peso, déficit del 5% 10 x 50 mL = 500 mL de déficit total 125
mL/h de solucidn rehidratante durante 4 horas + 100 mL/deposicion.

La rehidratacion se realiza durante 4 horas y en algunos casos €S preciso una
revaloracion clinica transcurrido ese tiempo. Respecto a la técnica se aconseja la
administracion del liquido de forma fraccionada en pequefias cantidades cada 2-3
minutos, para una mejor tolerancia.

Las situaciones en las que habria que considerar la derivacion hospitalaria serian:

- deshidratacion >5%;

- padres o cuidadores incapaces de manejar la rehidratacion oral en casa;

- fracaso de la rehidratacién oral (vomitos cuantiosos, empeoramiento de la diarrea);

- situaciones que contraindiquen la rehidratacion oral.

En nuestro medio todavia hay un cierto porcentaje de fracaso de la rehidratacion oral
atribuible, entre otras causas, a la necesidad de tiempo y personal que supone su
utilizacion y, principalmente, a la falta de efecto en los sintomas. La persistencia de los
vomitos y la diarrea, a pesar de conseguirse la rehidratacion, conduce a los padres y
cuidadores a la idea de un fallo del tratamiento y es este aspecto el que debe ser

reforzado en la informacién aportada por el personal sanitario. ¥
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b. Realimentacion

Las dos cuestiones fundamentales son: ;cuando iniciar la alimentacion? y ;con qué tipo
de alimentos ha de reiniciarse?

Se ha observado que la instauracion de la alimentacién completa habitual del nifio tras 4
horas de rehidratacion oral conduce a una mayor ganancia de peso y no conduce a una
mayor duracion de la diarrea 0 méas incidencia de intolerancia a la lactosa. Ademas
aumenta el bienestar del nifio al poder comer libremente, sin ser sometido a dietas

restrictivas, hipocaloricas y poco apetecibles para el paciente.
1) Tipo de alimentacion

Los alimentos candidatos deben ser nutritivos, de fécil digestion y absorcion,
econdmicos, de sabor agradable y, sobre todo, carentes de efectos nocivos sobre el curso

de la enfermedad.

Lactancia materna. La evidencia cientifica disponible establece la necesidad de
mantenerla, sin ninguna restriccion, en los nifios con gastroenteritis. La buena tolerancia
es debida a varias razones, entre ellas una menor osmolaridad y un mayor contenido en

enzimas que la leche de vaca y el aportar factores hormonales y antimicrobianos.

Formula/leche para lactantes. Una practica habitual ha sido la de reiniciar la
alimentacion con leches diluidas y, por lo tanto, hipocaléricas. Se ha demostrado que la
mayoria de los nifios con diarrea aguda pueden ser realimentados con una férmula o
leche sin diluir, sobre todo cuando a esto se afiade el uso de una soluciéon de

rehidratacion oral y el reinicio precoz de la alimentacion.

Lactosa y leches especiales. En la actualidad en el 90-95 % de los nifios con diarrea no
esta indicado una férmula sin lactosa, hipoalergénica o hidrolizada. Habria que observar
la aparicién de signos o sintomas de malabsorcidn para detectar los contados casos que

pudieran aparecer. Estaria indicada una:
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Leche sin lactosa en los casos de diarrea prolongada o recidivante en los que en el
analisis de heces se detecta un pH menor de 5,5 y/o la presencia de méas de un 0,5% de

sustancias reductoras.

Dietas mixtas. En nifios con una alimentacion variada hay que mantener dicha dieta,
pues existe una adecuada absorcion de macronutrientes.

Se deben evitar alimentos con alto contenido en azlcares elementales, que pueden
empeorar la diarrea por su efecto osmatico, o alimentos ricos en grasa, mal tolerados por
su tendencia a retrasar el vaciamiento gastrico. Ademas habrd que estimular de alguna
forma la ingesta ofreciendo alimentos de sabor agradable, habituales en la alimentacion
del nifio y, probablemente, de consistencia mas liquida. Son mejor tolerados ciertos
alimentos como hidratos de carbono complejos (trigo, arroz, patatas, pan y cereales),

carnes magras, yogur, frutas y vegetales.

Probioticos. En los Gltimos afios los probioticos, suplementos alimentarios microbianos
con efectos positivos en la prevencion o tratamiento de una patologia especifica, han
surgido como un nuevo elemento en la prevencion y tratamiento de la diarrea infecciosa.
Los agentes bacterianos mas cominmente empleados han sido Lactobacillus, sobre todo
casei subesp., Rhamnosus (Lactobacillus GG) y Reuteri, afiadidos a las leches o
formulas infantiles. No obstante, no existe en la actualidad evidencia cientifica suficiente
para recomendar su uso. Son necesarios estudios mas amplios que establezcan su
eficacia y seguridad, asi como el tipo de probidtico mas eficaz, las dosis Optimas o el

alimento para vehiculizarlo. ®
c. Tratamiento farmacolégico

Los farmacos habitualmente utilizados en estos procesos son inhibidores de la motilidad
intestinal (loperamida y otros opiaceos y anticolinérgicos), modificadores de la secrecion
intestinal (sales de bismuto) y sustancias adsorbentes (colesteramina, sales de aluminio).
En general su uso no esté indicado en la poblacion infantil, por no haberse demostrado
su eficacia y/o por la existencia de importantes efectos secundarios.

Respecto a la indicacion de antibioticos, al ser la diarrea aguda en el nifio un proceso
infeccioso autolimitado en la mayoria de los casos, sélo estarian justificados en:
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- pacientes inmunodeprimidos con enfermedad grave de base;

- todos los casos de diarrea aguda por Shigella y la mayoria de los producidos por E. coli
enteroinvasiva y enteropatogena, Clostridium difficile, E. Histolytica, Giardia lamblia o
Vibrio cholerae;

- algunos casos de infeccion por Campylobacter, sobre todo si el tratamiento es precoz,
por Yersinia, en casos de enfermedad grave y por Salmonella en lactantes con

bacteriemia y en todo paciente menor de 3 meses. %
6. Prevencion

Dado que la via de contagio principal es la fecal-oral es primordial reforzar la higiene
ambiental en el medio familiar, con una limpieza adecuada de las manos y los objetos
empleados en la manipulacion de nifios con cuadros de diarrea.

En los ultimos afios se estan desarrollando vacunas frente a algunos de los agentes
productores de gastroenteritis, sobre todo frente a rotavirus, principal causa de diarrea
grave infantil en nuestro medio. En 1999 se comercializé en EE.UU. una vacuna
resortante rhesus- rhesus- humano tetravalente que incluia los cuatro serotipos de
rotavirus mas frecuentemente detectados, pero la aparicion de efectos adversos
relacionados con su administracion (casos de invaginacion intestinal) obligaron a su

retirada. @
7. Recomendaciones actuales

La ESPGHAN ha establecido en dos ocasiones un conjunto de recomendaciones para el
manejo de los nifios europeos con gastroenteritis.

Establece que el tratamiento 6ptimo debe consistir en la rehidratacion oral durante 3-4
horas, seguida de una reintroduccion rapida de la alimentacion habitual. La lactancia
materna ha de continuarse en todos los casos y no se considera justificado, en la mayoria
de los nifios, el uso de una leche sin lactosa o de un hidrolizado de proteinas de leche de

vaca o de soja. ?®
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B. DIARREA AGUDA CAUSADA POR Salmonella Y Shigella.

1. Salmonella.
a. Introduccion.

Las Salmonellas son en general causantes de infecciones sistémicas como fiebre
tifoidea. Son un problema importante de salud publica tanto para paises desarrollados

como paises en desarrollo.

Ciertos serotipos causan una respuesta inflamatoria localizada en regiones de la mucosa
infectada caracterizada por gastroenteritis o enterocolitis y otros dan lugar a una
enfermedad febril sistétmica como lo son las fiebres entéricas tipo tifoidea. Las
bacteriemias por especies prevalentes de Salmonella se observan cada vez con mayor
frecuencia en distintas regiones, ya sea en pacientes desnutridos o

inmunocomprometidos, especialmente en SIDA o enfermedades malignas.

Estas bacterias virulentas tanto para el hombre como para los animales, son causa de
morbilidad y mortalidad significativas. Ellas son capaces de sobrevivir dentro de
fagocitos y poseen a demas material genético que constituye determinantes transferibles

de resistencia a los antimicrobianos.

Excepto Salmonella typhi y los serotipos paratificos, que son especie especifica para el

hombre, todas las demas infecciones por Salmonella se consideran zoonosis.
b. Caracteristicas microbioldgicas.

El género Salmonella se incluye en la familia Enterobacteriaceae, integrada por bacilos
Gram negativos anaerobios facultativos. Poseen, por lo tanto, las caracteristicas
generales de las enterobacterias: son fermentadores de la glucosa, catalasa positivo,
oxidasas negativo y suelen ser moviles; representa una excepcion Salmonella
Gallinarum, siempre inmovil.

La nomenclatura de Salmonella es compleja. Se han usado diferentes sistemas para

referir a este género. Teniendo en cuenta que estas bacterias tienen una muy importante



Marcos Ariel Conde Chipana F.CFB.-UMS.A 13

homologia general de su ADN, deberian ser caracterizadas como dos unicas especies.
Esta propuesta, formulada por Le Minor y Popoff en la década de los ochenta, no ha sido
completamente aceptada.

No obstante, y teniendo en cuenta la necesidad de uniformizar la comunicacion entre los
distintos actores (médicos, veterinarios, quimicos, etc.), la mayoria ha optado por seguir
una antigua propuesta de Kaufmann, con las mas recientes modificaciones (formuladas
desde el Centro de Referencia colaborador de la OMS, en el Instituto Pasteur); asi, se
divide el género en dos especies: Salmonella enterica y Salmonella bongori,
diferenciables entre si por caracteristicas metabolicas tales como la hidrélisis del ONPG

(ortonitrofenilgalactosidasa), el crecimiento en presencia de KCN vy otras.
c. Fisiologia y metabolismo.

La diferenciacion de las tres especies de Salmonella, entre si y de las demas
enterobacterias, se lleva a cabo en funcion de diferentes propiedades bioquimicas. En
general, el genero Salmonella estd constituido por enterobacterias moviles, que no
fermentan la lactosa en medio Kligler, fermentan la glucosa con produccion de gas,
generan SH, y, por otra parte, no producen desaminasas ni ureasas. Sin embargo, S.
typhi no produce gas y S. paratyphi A no produce SH,, entre otras excepciones a lo

anteriormente dicho.

La identificacion de los serotipos se basa, en cambio, en un examen antigénico. Estos
bacilos poseen un antigeno somatico (O), que se trata de un lipopolisacarido
termoestable localizado en la pared celular, y un antigeno flagelar (H), que es una
proteina termolabil contenida en los flagelos. Algunas cepas aisladas presentan ademas
un antigeno capsular termol&bil (Vi). Los antigenos Viy O son los responsables de la

virulencia, presentando los anticuerpos anti-Vi un papel protector frente a la infeccion.
d. Morfologia.

Los miembros del genero Salmonella son bacilos de 0,7-1,5 x 2-5 um, gramnegativos,
generalmente moviles peritricos, anaerobios facultativos, no esporulados. Para visualizar

los cilios debe efectuarse coloracion especial (Fig. N° 1). @
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e. Estructura antigénica.

Basicamente la estructura antigénica de Salmonella es similar a la de otras
enterobacterias, con dos clases de antigenos principales presentes; antigenos O
(somaticos) y antigenos H (flagelares). En algunas cepas se encuentra un tercer tipo
como antigeno de superficie, siendo analogo funcionalmente a los antigenos K de otros
géneros; ya que anteriormente se pensO, que se relacionaba con la virulencia, éste

antigeno se denomino antigeno VI (Fig. N° 2).

1) Antigenos O
Son los antigenos de la pared bacteriana, de naturaleza polisacarida. Existen numerosos
antigenos O, a pesar de ello son los factores O principales, los que sirven para

caracterizar los diferentes tipos antigénicos, (Por ejemplo O4: grupo B, O9: grupo D).
2) Antigenos H

Son antigenos constituidos por una proteina, la flagelina, cuya composicion en

aminoacidos es constante para un tipo antigénico determinado.
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Depende de dos genes estructurales, que corresponden a la fase 1 y a la fase 2. La
mayoria de las cepas del género Salmonella pueden expresar las dos especificidades de
su antigeno H (difasicos), sin embargo, existen algunas que pueden expresar solamente
una sola, ya sea la uno ¢ la dos. (monofasicas).

3) Antigenos k

El Unico de este tipo que se conoce en Salmonella es el existente en S. typhi, S.
paratyphi c y S. dublin . La presencia de este antigeno hace imposible la aglutinacién de
sueros anti O. La expresion de este factor depende de al menos dos genes (ViA + ViB);

Deben existir ambos en la bacteria para que dicha expresion tenga lugar. ¥

Flagelol Antigeno H)

Capsulal&rtigeno K o ¥i)

Lipopolizacarido (LPS) o
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— Polizacarida certral
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FIGURA N° 2. Disposicion estructural pared celular @4)

f. Organizacion del genoma.

La Salmonella entérica subespecie |, serovar typhimurium (S. typhimurium), tiene un
cromosoma de 4.857-kilobases (kb) y un plasmido de virulencia de 94-kb en la cepa
LT2 (fig. N° 3). El género Salmonella comprende dos especies: Salmonella enterica que

es subdividido en mas de 2,000 serovares, y Salmonella bongori.
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Salmonella typhimurium cepa LT2, es la cepa mas estudiada para biologia celular y
molecular de Salmonella, se aislo en los afios cuarenta y se uso en los primeros estudios
de secuenciacion. Las caracteristicas generales del genoma de Salmonella typhimurium
LT2 son resumidos en la Tabla Ne 1. ¢
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FIGURA N° 3. Genoma de Salmonella entérica serovar Typhimurium LT2.

a. Cromosoma. Se indican los pares de bases fuera del circulo exterior. Los dos circulos
exteriores representan la orientacion de codificacion, con la cadena delantera por fuera'y
la complementaria en el interior. El rojo indica la homologia intima en todos los genomas.
El verde indica los genes con homologia intima en por lo menos otras Salmonellas (S. typhi,
S. paratyphi A, S. paratyphi B, S. arizonae o S. bongori) pero no en E. coli K12, E. coli
0157:H7 y K. pneumoniae. El azul indica que los genes solo se presentan en S. typhimurium
LT2. El gris indica otras combinaciones. El circulo interno negro es el volumen de G+C; el
purpura/amarillo el circulo mas profundo es el predisposicion de GC. La posicion del
origen de repeticion (ORI) y el término (TER) se muestran también.

b. EI Plasmido pSLT. Los pares de bases se indican fuera del circulo exterior. El plasmido
@7

no esta a escala. El esquema de colores es igual que para a.
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TABLA N° 1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL GENOMA DE Salmonella

typhimurium LT2

Parametros Cromosoma Plasmido pSLT
Tamarno (pb) 4.857.432 93.939
Contenido G+C 53% 53%

Clusters rRNA 7 0
tRNAs 85 0
Pseudogenes tRNA 1 0
RNAs estructurales 11 1

g. Clasificacion.

Las salmonelas son el grupo mas complejo de Enterobacteriaceae con mas de 2.200
serotipos descritos en el esquema de Kaufman-While. En este esquema las salmonelas se
agrupan (A, B, C y siguientes) sobre la base del antigeno somaético O y se subdividen en
serotipos (1, 2 y siguientes) por su antigeno flagelar H (es decir A1, A2, B1, B2). Antes
de 1983 se utilizaban tres especies de Salmonella para informar resultados positivos: S.
choleraesuis, S.typhi y S. enteritidis; esta ultima con mas de 2.200 serotipos. En la
actualidad, todas las primeras especies y subgrupos de Salmonella y Arizona son
consideradas como la misma especie, pero pueden ser separadas en tres subgrupos
distintos como se muestra en tabla N° 2.

A partir de 1983 se cambio el método para informar los resultados de los serotipos, de
modo que todos los microorganismos identificados como Salmonella se informan por
género y serotipo. Omitiendo la referencia a especies.

En la practica diaria los aislamientos desconocidos de muestras clinicas que son
bioquimicamente sugestivos de especies Salmonella se confirman utilizando antisueros
policlonales que contienen anticuerpos contra todos los subgrupos mayores. Los
subcultivos de aislamientos confirmados son transmitidos a los laboratorios de salud
publica donde se hacen las designaciones de serotipos (p.ej. Salmonella serotipo

typhimurium) basadas en reacciones seroldgicas a determinantes O y H. "
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TABLA N° 2. CLASIFICACION DE Salmonella. 49

CLASIFICACION DE Salmonella

Subgrupo 1 de Salmonella: Incluye la mayoria de los
Serogrupos

S. typhi

S. choleraesuis

S. paratyphi

S. gallinarum

S. pullorum

Subgrupo 2 de Salmonella
S. salamae

Subgrupo 3a de Salmonella
S. arizonae

Subgrupo 3b de Salmonella
S. diarizonae

h. Nomenclatura.

La nomenclatura recomendada por el Centro Colaborador O.M.S. (empleada por el
Centro Nacional de Salmonella) consiste en denominar una cepa con férmula antigénica
como Salmonella entérica subespecie entérica serovar Enteridis. Sin embargo, dado que
la controversia ain no ha sido resuelta, es aceptable desde el punto de vista cientifico
emplear una nomenclatura simplificada, por ejemplo, Salmonella enteritidis; asi, esta
denominacion es utilizada en muchas publicaciones y en los informes clinicos de los
laboratorios de Microbiologia médica (Ver Tabla N° 3).

A fin de enfatizar que los serotipos no corresponden a especies 0 subespecies distintas
no se los escribe con letra italica y sus nombres comienzan con mayuscula. En un

principio, se utilizaron nombres representativos, por ejemplo, del origen geogréafico
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donde el serotipo fue aislado por primera vez (Salmonella Montevideo), o el del proceso
infeccioso donde se aislo (S.Abortusovis).

Esta tradicién ha quedado restringida a aquellas cepas pertenecientes a la subespecie
entérica. Cuando se trata de aislamientos correspondientes a las demas subespecies, al
igual que para S.bongori, se les designa por su formula antigenica.

Salmonella entérica subespecie entérica agrupa a la mayoria de las bacterias de este
género que se asocian con animales de sangre caliente y con el hombre, mientras que las
demas subespecies y también S.bongori son habitantes del ambiente y se asocian con
animales de sangre fria.

La mayoria de las bacterias incluidas en la subespecie entérica presentan un conjunto de
caracteristicas metabdlicas comunes. Fermentan glucosa con produccion de gas y
también manitol, sorbitol y otros carbohidratos, pero no lactosa ni sacarosa. Utilizan
habitualmente citrato como Unica fuente de carbono pero no malonato, lo que las
diferencia de otras subespecies como arizonae. Su fermentacion es de tipo acido mixta,
con reaccion negativa de VVoges-Proskauer.

Son en general productoras de acido sulfhidrico, y son ureasa y fenilalanina desaminasa
negativas; descarboxilan orinitina y lisina. Son capaces de sobrevivir durante muchos
afios en substratos simples manteniéndolas en lugar oscuro a °T ambiente y en recipiente
cerrado. Dentro de la misma subespecie existen diferencias bioquimicas, por ej. S.typhi

gue no utiliza citrato ni descarboxila ornitina y es débil productor de acido sulfhidrico.
(19)

TABLA N° 3. NOMENCLATURA DE Salmonella.

NOMENCLATURA DE SALMONELLA

NOMENCLATURA PREVIA NOMENCLATURA ACTUAL

S enteritidis serotipo Enteritidis Salmonella serotipo enteritidis
S. enteritidis serotipo Typhimurium Salmonella serotipo typhimurium

S. enteritidis serotipo Heidelberg Salmonella serotipo heidelberg
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i. Virulencia

Se puede afirmar que la infeccion por Salmonella es una infeccion por fases, la gravedad
de la cual dependera de hasta donde progrese la infeccion. Asi, la gastroenteritis
adquirida normalmente por la ingestion de comida o agua contaminadas es el resultado

de una infeccion restringida a la mucosa gastrointestinal.

En una fase posterior la bacteria invade el tejido linfatico local. Este primer paso es
seguido por una fase de bacteriemia durante la cual la mayoria de las bacterias son
fagocitadas por macréfagos del higado y del bazo. La ingestion de Salmonella por los
macrofagos no elimina la infeccion, al contrario, inicia una fase de crecimiento
bacteriano intracelular, el cual, después de varios dias, provoca la liberacion de gran

cantidad de salmonelas al torrente sanguineo.

Como resultado aparece una fuerte bacteriemia, efectos toxicos, aparicion de focos
secundarios de infeccibn 'y en algunos casos muerte del animal.
Actualmente se desconocen los mecanismos responsables de este sistema de actuacion,
aunque esta influenciado por factores tales como virulencia de la Salmonella, edad,

genotipo y estado inmunitario del animal.

Salmonella es la Unica especie que se conoce tiene dos sistemas de secrecion tipo I,
codificados por dos islas de patogenicidad distintas SPI-1 y SPI-2.

Cada uno de los sistemas parece jugar papeles diferentes pero importantes en la
patogénesis de la Bacteria, SPI-1 esta implicado en la penetracién inicial de la bacteria,
mientras que SPI-2 es importante para los siguientes estadios de la infeccion.

Las islas de patogenicidad poseen una variedad de genes encargados de la invasion de
Salmonella, es asi como SPI-1, codifican un sistema de secrecion tipo I11, ademas de las
proteinas que son inyectadas a través del mismo. Los genes inv, spa, prg y org se
encargan de formar las proteinas constituyentes del sistema de secrecion, mientras que
los genes sptP, que codifica para una tirosin-fosfatasa junto con SipA y SipE, son
encargados del re-arreglo de los filamentos de actina. Los genes que contiene SPI-2,

estan envueltos en la fase sistémica de la enfermedad.
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SPI-3 produce un transportador de alta afinidad de Mg, importante en la supervivencia
bacteriana dentro del fagosoma. Existen dos islas de patogenicidad mas que son SPI-4 y

SPI-5, pero poco se conoce acerca de ellas. ¢

j. Mecanismo de invasion.

La adherencia de la bacteria es un factor muy importante en la patogénesis de la
Salmonella, y esta se lleva a cabo gracias a que produce varios tipos de adhesinas, entre
las que se incluyen, Fimbrias tipo 1 codificadas en el gen fim, sin embargo su accion es
poco conocida hasta hoy; Fimbrias codificadas en plasmidos, estas se encuentran
codificadas por el gen de 90 Kpb pef, y se encuentran en el plasmido denominado pSLT,
plasmido muy importante pues se encuentra en todas la cepas patdgenas de la bacteria,
su delecion crea mutantes avirulentas. Otros genes productores de fimbrias son Ipf, que
codifica para las fimbrias polares largas, y también estan los genes agf, que codifican
para las fimbrias agregativas delgadas.

En el momento de la infeccion de las células eucariotas, Salmonella produce un re-
arreglo de actina, que forman unos pseudopodos que engloban la bacteria, terminando en
la internalizacién de la misma.

Por qué se presenta la diarrea en humanos es todavia una incdgnita, pues no se ha podido
identificar una enterotoxina producida por Salmonella capaz de generar una diarrea; sin
embargo, se han descubierto sistemas de secrecion tipo Il en Salmonella. Estos se
encargan de inyectar las proteinas necesarias para producir una diarrea al interferir en la
funcion celular.

Como consecuencia de esta irrupcion en el metabolismo, las células infectadas producen
citoguinas que atraen PMNSs, estos liberan bastantes prostanglandinas que tiene accion
en el metabolismo de la adenilato ciclasa, incrementando los niveles de AMPc que tiene
como consecuencia final, la interrupcion de la absorcion de Na* y el aumento de la
secrecion de CI', lo que lleva a una perdida de agua por parte de la célula, signos claros
de una diarrea.

El ADN invertible y el fendmeno de variacion de fase, comprenden la inversion de un
segmento de ADN de una orientacion a la otra. Cuando el segmento esta orientado en

una direccidn se expresa un gen particular, en tanto que cuando esta orientado en la
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direccion opuesta, se expresa un gen distinto. En Salmonella como resultado de la
variacion de fase, su proteina flagelar puede ser de uno o de dos tipos diferentes. Cada
célula de Salmonella tiene dos genes H1 y H2, que codifican para las dos diferentes
proteinas flagelares, pero solo se expresa uno de los dos en un momento dado. Asi una

célula bacteriana individual fabricara un flagelo del tipo H1 o un flagelo del tipo H2. ®°
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FIGURA N° 4. Mecanismo de invasién de Salmonella en la mucosa intestinal. ¢®

k. Cuadro clinico de Salmonella.

Salmonella Typhi, Salmonella Choleraesuis y quizas Salmonella Paratyphi A y
Salmonella Paratyphi B resultan principalmente infecciosas en los humanos; la
infeccion por estos microorganismos implica su adquisicion a partir de una fuente

humana, aves, cerdos, roedores, bovinos, mascotas y muchos otros.

Las salmonelas producen tres tipos principales de enfermedad en los humanos, pero son

frecuentes las variables mixtas.



Marcos Ariel Conde Chipana F.CFB.-UMS.A 23

1) Gastroenteritis.

La gastroenteritis inducida por Salmonella es indistinguible de la debida a muchos otros
patdgenos. Los sintomas aparecen de seis a veinticuatro horas después de la ingestion
del alimento o agua contaminados y su evolucion es de una semana. Se caracteriza por
nauseas y vomitos con cese de estos en unas pocas horas, seguidos por célico abdominal
y diarrea que puede llegar a ser sanguinolenta y varia en volumen e intensidad, suele
contener leucocitos PMN. La enfermedad se presenta en nifios mas comdnmente y con
sintomas mas severos. La enfermedad tambien puede iniciar una forma sistémica, la cual
se ve mas cominmente en nifios y personas con compromiso inmune, en esta forma de
la enfermedad puede haber mortalidad. Después de que los sintomas cesan, la persona
infectada puede excretar la bacteria por un periodo de tres meses. En un pequefio
numero de casos (1-3%), una persona infectada puede continuar eliminando la bacteria

por mas de un afio.

En los sujetos infectados por el VIH, la Salmonella no tifoidea ocupa entre la segunda y
quinta causas de sindrome diarreico, y la primera o segunda de diarrea bacteriana, tras la
infeccion por Micobacterium avium-intracellulare; siendo Salmonella typhimurium vy

S. enteritidis los serotipos mas comtnmente aislados en las heces. ¢®
2) Fiebres Entéricas. (Fiebre Tifoidea)

Solo unos cuantos tipos de Salmonella producen este sindrome, entre ellos Samonella
typhi, la mas importante. Las salmonelas ingeridas alcanzan el intestino delgado, desde
el cual penetran a los linfaticos y luego al torrente sanguineo. Se transportan por la
sangre a muchos érganos incluso el intestino. Los microorganismos se multiplican en el

tejido linfoide intestinal y se excretan en las heces.

Luego de un periodo de incubacion de 10 a 14 dias presentan, fiebre, malestar, cefalea,
estreflimiento, mialgia y bradicardia. La fiebre se eleva hasta una meseta maxima, y el
bazo y el higado se hipertrofian. Con frecuencia se observan sobre la piel del abdomen 'y
del térax manchas de color rosaceo, fugaces en pocos casos. La cifra de leucocitos es

normal o esta disminuida. Antes de los antibidticos las principales complicaciones de la
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fiebre entérica eran hemorragia y perforacion intestinal y la tasa de mortalidad de 10 a

15 %. El tratamiento con antibioticos redujo la tasa de mortalidad a menos de 1 %.
3) Bacteriemia con lesiones focales.

Esta es la manifestacion mas comdn de infeccion por salmonelas. Salmonella
typhimurium y Salmonella enteritidis son los microorganismos causales mas
sobresalientes, aunque la enterocolitis también puede ser causada por cualesquiera de los
méas de 1400 serotipos de Salmonella del grupo I. En 8 a 48 horas después de la
ingestion de las salmonelas aparecen nauseas, cefalea, vomitos y diarrea profusa, con
pocos leucocitos en las heces; es comln la fiebre con poca intensidad, pero por lo

general los sintomas aparecen en dos o tres dias.

Las infecciones abdominales por Salmonella pueden ocurrir en cualquier sitio pero lo
tipico es que afecten el tracto hepatobiliar y el bazo. Muchos de los pacientes con
infecciones de las vias biliares tienen anomalias anatémicas subyacentes, entre ellas
calculos biliares, cirrosis y colangitis cronica.

Aproximadamente el 0,9% de todos los casos de meningitis pidgena se deben a
Salmonella. La mayoria de los casos ocurren en neonatos o nifios, bien por brotes en
salas de recién nacidos o transmitidos por madres con gastroenteritis periparto. Casi
todos los casos de osteomielitis por Salmonella se observan en nifios y son de origen
hematogeno. La mayoria de los casos de artritis séptica ocurren en nifios, individuos
inmunosuprimidos o pacientes con drepanocitosis.

Solo alrededor del 50% de todos los pacientes tienen antecedentes de una enfermedad
diarreica. La articulacion mas afectada es la rodilla, seguida por la cadera y el hombro.
El estado de portador crénico se refiere a la persistencia de Salmonella en las heces u
orina por periodos mayores de un afio; se ha encontrado un pequefio porcentaje de
pacientes con salmonelosis no tifoidea que desarrollan un estado de portador cronico,
existiendo una mayor incidencia de este estado en mujeres e individuos con anomalias

biliares, en particular calculos. ¥
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I. Intoxicaciones alimentarias.

La salmonelosis es ocasionada por la ingestion de carne infectada, pollo, leche cruda,
huevos, productos que contienen huevo, repollo y otros alimentos de los que se
sospeche. Otra fuente comdn de esta enfermedad son las mascotas reptiles infectadas,
como por ejemplo las tortugas; e inclusive el agua para beber contaminada. Mientras que
uno de los tipos de bacteria Salmonella de los miles existentes ocasiona fiebre tifoidea,
la mayoria de ellos ocasionan fiebre, calambres abdominales y diarrea.

Una de las fuentes de infeccion que se desarrolla con mas rapidez proviene de los
huevos contaminados con Salmonella. Un ave de aspecto sano transmite la infeccion a
sus huevos antes de que se forme la cascara. En el noreste de los Estados Unidos, uno de
cada 10.000 huevos puede estar contaminado. Esta situacion es menos comun en otros
estados. Afortunadamente, las instituciones estatales y la industria de los huevos estan
trabajando para identificar las aves infectadas y separarlas de la provision de huevos.
Hallazgos como el realizado en el Laboratorio Nacional de Referencia de Salmonella y
Shigella de Espafia (Boletin epidemiolégico Espafiol), mostré que el mayor nimero de
cepas se aislo de alimentos de productos carnicos como embutidos, carne molida, pollo y
en general carnes procesadas y manipuladas en exceso.

La salmonelosis es la primera causa de intoxicacion alimentaria en el Reino unido,
seguida de Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus y Bacillus cereus.

Es tan predominante que se diagnosticd en un 92,7% de los casos de intoxicacion
alimentaria registrados en el Reino Unido en 1988.

El control de Salmonella en la cadena alimentaria es un asunto complicado debido a las
interrelaciones existentes entre la contaminacion medioambiental, los animales de abasto
y el hombre. La tendencia es creciente en infecciones en humanos y los recientes brotes
de origen alimentario originados por S. enteritidis en huevos subrayan la necesidad de
una redoblada vigilancia en todos los aspectos de la produccion de alimentos, reflejada
en la instauracion de controles concertados entre el gobierno y la industria. Esto explica
la necesidad de un gran celo y cuidado en el disefio de las medidas proyectadas para
controlar la diseminacion de los microorganismos causantes de las intoxicaciones

alimentarias. @
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m. Control y Prevencion.

Las infecciones por Salmonella se desencadenan frecuentemente tras el consumo de
ciertos alimentos crudos o no cocidos en los que las bacterias estan a menudo
naturalmente presentes. Una coccion adecuada por lo comun elimina el riesgo de
infeccion. Debe recalcarse que los métodos apropiados de cocinado han de ser
acompariados de una solida higiene en la cocina, que prevenga la contaminacion cruzada
desde los alimentos crudos hacia los ya cocinados, que constituye otra fuente importante
de infecciones.
La radiacion ionizante ha sido aprobada como método de conservacion de alimentos en
varios paises, sin embargo ciertos alimentos, sobre todo los ricos en grasas, no se prestan
a estos tratamientos, ademas se teme que la radiacion ionizante induzca al formacién en
los alimentos de radicales libres de efectos posiblemente perjudiciales.
Por otra parte en todo brote epidemioldgico presentado, es recomendable llevar a cabo
una exhaustiva investigacion epidemioldgica en la cual se tengan en cuenta aspectos
como la busqueda de una fuente comun de infeccion, la realizacion de encuestas a los
afectados y manipuladores de alimentos, el cierre del local de donde se sospecha provino
el alimento contaminado y de los proveedores del mismo. Asi mismo la realizacion de
analisis de laboratorio a los alimentos implicados en el brote, incluyendo a su vez
cultivos de materia fecal y sangre de los afectados y manipuladores del alimento, asi
como también estudios seroldgicos en estos mismos.
El control efectivo de Salmonella exige la declaracion oficial rapida y eficaz de brotes,
tanto a nivel nacional como internacional. Esta informacion es necesaria actualmente por
el creciente movimiento de alimentos, de piensos y de materias primas para piensos en el
comercio internacional, asi como de personas entre unos y otros paises.
Finalmente, para prevenir la mayoria de casos de infeccién por Salmonella se
recomienda:
- Ingerir la leche y sus derivados solo si estan pasteurizados.
- Cocer los alimentos muy bien antes de ingerirlos.

Lavarse bien las manos después de usar el bafio o de manipular mascotas,

especialmente si son reptiles.
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Los huevos, al igual que otros alimentos, se consideran seguros siempre y cuando se
manipulen de una manera adecuada y se consuman bien cocidos. La ingestion de huevos
con yemas liquidas representa un riesgo mayor que la ingestién de un huevo bien cocido.
Los huevos sucios o agrietados se deben arrojar a la basura. Los huevos no se deben
conservar en ambientes calidos durante mas de 2 horas. Igualmente se recomienda evitar
la ingestion de huevos crudos en helados de preparacion casera, en ponches y en

alimentos como el aderezo para la ensalada cesar o la salsa holandesa.

Uno de los objetivos de la prevencion es la educacion de la poblacion acerca de los
principales mecanismos de transmision de Salmonella. En el mundo actual, con los
cambios en el estilo de vida, h&bitos alimenticios produccion de alimentos en el &mbito
industrial, un gran nimero de personas se alimenta fuera del hogar por lo que cada vez
estan mas expuestas a las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), entre ellas las
infecciones por Salmonella.

Las medidas preventivas en este caso son:

* recomendar el consumo de carne molida, bien cocida

* evitar la contaminacion cruzada de alimentos en la cocina,

« lavarse las manos y limpiar utensilios y superficies al manipular carne cruda.

« evitar el contacto de la carne cruda con otros alimentos

« evitar el consumo de alimentos de origen bovino, que no estén adecuadamente
pasteurizados, como leche, queso o bien hortalizas fertilizadas con estiércol.

« lavar cuidadosamente verduras y frutas, con agua corriente.
n. Tratamiento.

Con respecto al tratamiento, las infecciones por Salmonella no tifoidea son auto-
limitantes, la terapia antibidtica no es apropiada en los casos no complicados de
gastroenteritis. Cuando la enfermedad se complica y se torna sistémica se recomienda el
uso de antibioticos que se concentren en el sistema linfatico, como el cloramfenicol y la
ampicilina. Para el tratamiento de portadores cronicos se emplean antibidticos que se

concentran y eliminan por la bilis como la ampicilina o amoxicilina.
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2. Shigella.
a. Introduccion.

Shigella es uno de los agentes etiologicos de disenteria, infeccion localizada ulcerativa
de colon. El agente etioldgico de disenteria bacilar, el bacillus dysenteriae, fue aislado
por el bacteriologo japones K. Shiga en 1898 y en su honor fue designado como

Shigella.

En 1903 se reconocid que este microorganismo producia una toxina que fue denominada
neurotoxina. Al final de la década de 1950 se demostrd que Shigella podia infectar el
epitelio corneal del cobayo y las cepas virulentas eran capaces de multiplicarse
intracelularmente en cultivos celulares. A partir de 1960 se deben destacar los aportes
destacados por Vicari y col. que demostraron la citotoxicidad de cultivos celulares, y
Kensdi y colaboradores, la enterotoxicidad. Se establecio en shigelosis con las

actividades bioldgicas descriptas, la asociacion con diarrea y disenteria.

Konawalchuk y col. en 1977 describen una sustancia citotoxica a células vero
producidas por cepas de Escherichia coli. Brown y col. y O'Brien y col., en 1980 y
1982 purificaron la toxina producida por cepas de S. dysenteriae, demostrando que la
toxina purificada tenia actividad bioldgica mdltiple: neurotoxicidad, citotoxicidad y

enterotoxicidad, designando a la misma como toxina de shiga.

Riley y col. en 1983 descubrieron una toxina de una cepa de E. coli O157:H7 asociada a
colitis hemorréagica, la que era neutralizada por la antitoxina de Shigella dysenteriae tipo
I. En el mismo afio O brien demostrd que la toxina de Shiga era semejante o idéntica a la
toxina like Shiga de E. coli, ambas tenian el mismo mecanismo de accion, inhibicion de
sintesis de proteina. O brien y Scotland entre 1984-1985 describen toxinas like Shiga | y

I1, fagoconvertibles, las que poseian actividad citotdxica, enterotoxica y neurotoxica.

Se llega asi a la conclusion de que la toxina Shiga es un prototipo de una familia de

toxinas Ilamadas “like Shiga” que poseen un receptor celular glicolipido con actividad
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bioldgica a nivel de sintesis de proteinas asociadas a cepas de E.coli productoras de

toxina like Shiga con colitis hemorrégica y sindrome urémico hemolitico.

Las distintas especies de Shigella constituyen la principal causa bacteriana de disenteria,
diarrea caracterizada por eliminacion frecuente de heces conteniendo pus, sangre y/o
mucus. El ser humano es el Gnico reservorio conocido de este agente. La mayoria de los
casos ocurren en nifios, en general trasmitidos por contacto directo. Los brotes a gran
escala, vinculados a alimentos, son mas raros. A pesar de ello, constituye un importante
problema de salud publica mundial, debido fundamentalmente a su elevada
transmisibilidad, la emergencia de cepas resistentes a antimicrobianos y la falta de

vacunas efectivas. ©
b. Caracteristicas microbioldgicas.

Shigella es un bacilo gram negativo perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, que
se encuentra estrechamente relacionada con el género Escherichia, por sus propiedades
bioquimicas, seroldgicas y por similitudes genéticas.

Se caracteriza por no fermentar la lactosa, ser inmdvil, no produce lisina decarboxilasa y
raramente produce gas a partir de hidratos de carbono.

Su identificacion se basa en caracteristicas bioquimicas y antigénicas. En base a ello se

describen cuatro especies, todas pueden causar disenteria, con diferente gravedad.
c. Fisiologia y metabolismo.

En los medios de cultivo diferenciales, empleados habitualmente para cultivo de bacilos
gram negativos entéricos, aparecen como colonias que no fermentan la lactosa en
medios de cultivo diferenciales (agar Mc Conkey lactosa, agar Salmonella-Shigella, etc.)
Todas son inmdviles, no producen H,S y la produccién de gas a partir de la glucosa s6lo
se observa en algunas cepas de S. flexneri, lo que las diferencia de Salmonella.

A diferencia de E.coli, no producen lisina decarboxilasa, utilizan acetato como fuente de
carbono y no fermentan la lactosa, con excepcion de algunas cepas de S.sonnei, que lo

hacen en forma lenta.
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Son mas labiles a condiciones desfavorables que Salmonella, su viabilidad se ve
comprometida frente a acidos, sales biliares, desecacion y muchos desinfectantes. Aun

asf pueden sobrevivir a temperatura ambiente durante meses. ¥
d. Estructura antigénica.

Todas las especies presentan antigeno O, termoestable y pueden o no poseer antigeno K,
termolabil. Este Gltimo no interviene en la serotipificacion, pero puede interferir en la
determinacion antigeno O; lo cual se evita mediante la ebullicion de la cepa.

Los cuatro serogrupos se corresponden con las especies.

A su vez, cada serogrupo puede subdividirse en tipos, en base a variantes del antigeno
O, estos serotipos se designan mediante nimeros arabigos. Pueden diferenciarse ademas
serovars, en algunas especies. ElI conocimiento detallado de la estructura antigénica

resulta de utilidad para estudios epidemioldgicos y en la formulacién de vacunas. “®
e. Organizacién del Genoma.

Para el estudio del genoma de Shigella (fig. N° 4) se seleccioné a la cepa virulenta
2457T de Shigella flexneri serotipo 2a para su secuenciacion, porque ha sido
ampliamente usada para la investigacion genética y para estudios clinicos.

Aunque Shigella spp. se ha considerado distinta de Escherichia coli, ya en 1972, los
estudios de hibridacion de ADN estimaron que Shigella y E. coli son taxonomicamente
indistinguibles al nivel de especie. Un reciente trabajo basado en electroforesis de
enzima multilocus y secuenciaciéon de un ndmero pequefio de genes Shigella
claramente presentes dentro del género Escherichia y independientemente del paso del
tiempo. La comparacion de la sucesion del genoma completo de S. flexneri con la de
E.coli K-12 establece una relacion genética precisa de Shigella y E. coli. Dado el notable
estilo de vida diferente de Shigella intracelular y E. coli extracelular, la comparacion
también debe revelar importantes diferencias genéticas, como también la presencia o
ausencia de plasmidos de virulencia.

El genoma de S. flexneri consiste en un solo cromosoma redondo de 4, 599,354 pares de
bases con un contendido de 50.9%. de GC.
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FIGURA N° 5. Representacion Circular del Genoma de S. flexneri 2a 2457T vy
comparacién con el genoma de E. coli K-12. El circulo exterior muestra la distribucion de
todos los ORFs. El azul representa ORFs en las regiones columnares con la identidad de la
sucesion a K-12, el castafio representa ORFs en islas de patogenecidad de S. flexneri-
especificas, y el rosa representa IS ORFs. Se denota la situaciéon fuera o dentro del eje la
direccion de transcripcion. El segundo circulo muestra los elementos IS; el predominante
IS, 1S1, es azul. Las flechas en el tercer y cuarto circulo indican el rRNA (rojo) y tRNA
(verde). El quinto circulo muestra a escala los pares de bases del genoma. El sexto circulo

muestra la inclinacion de C/G calculada para cada ventana corrediza de 10 kb. (33)

El genoma contiene 4,084 genes, con una longitud media de 873 pb (926 pb si
se excluyen las secuencias de insercion). EI genoma es ligeramente mas pequefio que el
de E. coli K-12 (4.639.221 bp), y su organizacién es aproximadamente similar a lo

descrito para la cepa de E. coli patogénica O157:H7 EDL933 y el uropatégeno CFT073.
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El nimero de islas de patogenicidad es méas pequefio que en CFT073 y O157:H7, y una
proporcién mas grande del genoma es el espinazo (82% contra 75% para O157:H7 y
CFTO073).

El genoma exhibe una columna e islas de patogenicidad de E. coli patogenas, aunque
con mucho menos ADN de transferencia horizontal y carece de 357 genes presentes en
E. coli. La cepa es distintiva en su complemento grande de sucesiones de insercion, con
varias reestructuraciones genodmicas mediadas por las sucesiones de insercion, 372
pseudogenes y 195 genes especificos de S. flexneri.

Las regiones especificas de S. flexneri contienen muchos genes que podrian codificar

para proteinas con papeles en la virulencia. “%
f. Clasificacion.

La comision de shigella recomend6 adoptar como nombre genérico de Shigella y cuatro
sub grupos en base a sus antigenos somaticos designados como A (S. dysenteriae), B (S.
flexneri), C (S. boidii) y D (S. sonnei).

Estos cuatro serogrupos incluyen 10, 8, 18 y 1 serotipos, respectivamente.

El agrupamiento y serotipificacion de Shigella, en base a la cadena polisacarida O de
LPS, constituye la piedra angular para la adopcién de medidas de salud publica, para
identificar y controlar las rutas de transmision. La serotipificacion es necesaria
especialmente para la aplicacion de futuras medidas de prevencidn especificas mediante

el uso de vacunas que se encuentran en vias de experimentacién. ¢
g. Virulencia.

La disenteria bacilar resulta de la adherencia, e invasion de células epiteliales de la
mucosa del ileon terminal y colon, con inflamacion y ulceracion de la misma.

Dado que se trata de un patdgeno exclusivamente humano, no existen buenos modelos
experimentales animales, con la excepcion de primates. La querato - conjuntivitis
lograda al inocular Shigella en la conjuntiva de cobayos (test de Sérény) ha sido usada
para demostrar la adherencia y capacidad invasiva de las cepas. EI modelo de asa ligada

de conejo se ha empleado para estudiar acumulacion de liquido en la luz del segmento.
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La mayoria de nuestro conocimiento en la patogenia de la infeccion por Shigella se ha
logrado mediante cultivos celulares, en especial la linea celular HeLa.

Los factores de virulencia presentes en Shigella estan relacionados con el mecanismo de
invasividad, toxinas y endotoxinas (LPS). “V

h. Mecanismo de Invasion.

La invasion es la penetracion activa de la bacteria en la célula hésped (fig. N°5).

Las lesiones inflamatorias en la mucosa colénica afectada por Shigella se hallan
fundamentalmente a nivel de las placas de Peyer, lo que sugiere que la bacteria podria
ingresar inicialmente por las células M, naturalmente fagociticas, encargadas de captar
antigenos de la luz intestinal y presentarla al tejido linfoide e la placa de Peyer
subyacente. Pero también se observa el ingreso a través de células no fagociticas. En
cultivos celulares, la bacteria inicialmente se adhiere a la célula, provoca la
reorganizacion de la actina del citoesqueleto celular en las inmediaciones y la formacion
de pseuddpodos. La celula huésped, normalmente no fagocitica engloba e ingiere a la
bacteria adherida, la cual a su vez escapa del fagosoma y se multiplica en el citoplasma
de la célula HeLa. Contintian produciéndose reordenamientos de actina en la vecindad
de la bacteria que le permiten moverse a través de la celula y luego pasar otra contigua.
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FIGURA N° 6. Mecanismo de Invasién de Shigella en la mucosa intestinal. “3)
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Una vez en libre en el citoplasma, la bacteria exhibe dos tipos de movimiento, por un
lado, la polimerizacion de actina en un extremo de la bacteria crea una estructura tipo
"cola de cometa”, que propulsa a la bacteria a través del citoplasma, también se ha
observado movimiento unidireccional de la bacteria lo largo de filamentos de actina.
Muchos genes involucrados en la invasion han sido identificados (ipa invasion plasmid
antigens) y se localizan en plasmidos de peso molecular 120 - 140 MD. Algunas
proteinas codificadas por esos plasmidos, intervienen por ejemplo en la ruptura de la
pared del fagosoma, o bien son exportados a la superficie de la bacteria. Las integrinas,
proteinas de superficie celular podrian ser los receptores de las proteinas Ipa. Las
proteinas Ipa sélo parecen actuar luego de que las bacterias han ingresado a través de las
células M.

Muerte celular: El crecimiento bacteriano intracelular causa cesacion de la sintesis
proteica. Inicialmente se atribuyd la muerte celular a la toxina de Shiga, pero luego se
demostré que mutantes que no la poseen, también son capaces de determinan la muerte
celular. Mas recientemente se ha sefialado a la induccién de apoptosis o muerte celular

programada como responsable de la muerte celular. Y
i. Toxinas.

La llamada toxina de Shiga, es potente neurotoxina, que determina convulsiones.
Clasicamente se creia era producida exclusivamente por S.dysenteriae tipo 1. También
se han encontrado toxinas similares en otras especies de Shigella y en ciertas cepas de
E.coli (Shiga like toxin). Es una toxina de tipo A-B, que se libera al medio durante la
lisis bacteriana. Esta toxina se une a las células de mamiferos, es internalizada por
endocitosis y finalmente detiene la sintesis proteica a nivel ribosomal. Tiene multiples
actividades toxicas: induce la acumulacién de liquido en el modelo de asa ileal ligada de
conejo, (aunque no se relaciona ni desde el punto de vista antigénico ni por su
mecanismo de accion con toxina colérica o toxina termolabil de ETEC), actia como
neurotoxina, e induce la apoptosis, aunque como se dijo, esta ocurre ain con mutantes
no productoras de toxina. Su papel mas relevante es en el Sindrome hemolitico urémico,

donde el efecto principal es el dafio a nivel de vasos sanguineos.
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Al menos dos toxinas més, con actividad de endotoxina han sido descritas y que pueden
hallarse en especies distintas de S. dysenteriae. Se denominan ShET1 y ShET2 y serian
responsables de la acumulacién de liquidos en el asa intestinal y de la diarrea acuosa que
puede observarse en la fase inicial de la Shigelosis.

Lipopolisacarido: Su efecto principal es contribuir al dafio celular, y no parece intervenir
ni la invasion, replicacion intracelular ni en la diseminacion entre células. Cepas rugosas
de Shigella, que no poseen antigeno O conservan su capacidad de invadir y replicarse en

cultivos celulares, pero son incapaces de causar inflamacion en el test de Séreny. ¥

j. Cuadro clinico.

La enfermedad puede ocurrir a cualquier edad pero es mas frecuente entre el segundo y
tercer afo de vida, es rara antes de los 6 meses y disminuyendo su incidencia luego de
los 5 afios de edad.

Habitualmente se presenta con sintomas que evidencian colitis inflamatoria severa:
diarrea con sangre, mucus o pus, fiebre elevada, aspecto toxico, dolor abdominal, pujos,
tenesmo y/o prolapso rectal. También puede observarse diarrea acuosa, sobre todo a
principio del cuadro clinico. En adultos sanos, ocurren cuadros no tan severos. Se
presume que en nifios pequefios se observan las formas méas graves debido a la falta de
inmunidad preexistente.

La mayoria de los episodios de Shigelosis en pacientes previamente sanos son
autolimitados y se resuelven en 5 a 7 dias sin secuelas.

Las complicaciones mas severas, que pueden incluso comprometer la vida se ven en
inmunodeprimidos, desnutridos y nifios pequefio. Estas son fundamentalmente
alteraciones hidro-metabdlicas (deshidratacion, hiponatremia, hipoglicemia) y
complicaciones intestinales como megacolon toxico o perforacion intestinal.

La bacteriemia por Shigella es mucho més rara y se observa casi exclusivamente en
inmunodeprimidos. Mas frecuente es la bacteriemia por gérmenes de la flora intestinal.
Las convulsiones y otras manifestaciones neuroldgicas, descritas originalmente en
infecciones por S.dysenteriae serotipo 1, se observan casi exclusivamente en menores de
5 afios y se atribuyen a la toxina de Shiga, pero también se observan en infecciones por

otras especies y serotipos y han sido atribuidas a disturbios metabolicos (hiponatremia,
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hipoglicemia, etc.). La edad pequefia, el cuadro clinico severo y la presencia de sepsis

conllevan ademéas mayor mortalidad. ¥
k. Sensibilidad a antimicrobianos. Tratamiento.

La resistencia antimicrobiana fue descrita inicialmente en Shigella, en Japon en 1955;
actualmente cepas resistentes a uno o varios antibioticos han sido aisladas practicamente
en todo el mundo.

Este problema es especialmente dramatico en paises subdesarrollados o en vias de
desarrollo, donde las tasas de resistencia son mayores y el acceso a antimicrobianos de
segunda y tercera linea es mas dificultoso.

La resistencia suele deberse a la adquisicion de plasmidos a partir de cepas la misma
especie 0 género pero también de bacterias de géneros diferentes. Estos plasmidos de
resistencia pueden albergar genes que codifican mas de un mecanismo de resistencia y
pueden a su vez ser transferidos a otras bacterias.

En nuestro medio, en la serie ya descrita se evidencia una evolucion rapida de la
resistencia antibidtica en los Ultimos afios. Si se analiza por separado el periodo entre
1990 - 1995 y el comprendido entre 1996 - 2000 se evidencia un importante aumento en
el porcentaje de cepas resistentes (datos no publicados del autor).

La resistencia a multiples drogas en una misma cepa también es un hecho frecuente.
Estos datos son coincidentes con otros de la region.

Seguramente que los factores que en otras comunidades han llevada a la seleccién de
cepas portadoras de plasmidos con factores de resistencia estan influyendo en nuestro
medio, tales como el uso de antibidticos en forma excesiva en infecciones respiratorias e
incluso en la propia enfermedad diarreica. La resistencia de las cepas que circulan en
nuestra comunidad hace dificil las opciones de la terapia empirica inicial especialmente
en la edad pediétrica, en la cual no se recomienda el uso de quinolonas fluoradas.

A diferencia de la diarrea causada por otras bacterias, en la shigelosis esta indicado el
tratamiento con antibidticos, al menos en las formas graves. Esto se debe a que acorta la

duracion de los sintomas y disminuye el periodo de excrecion del agente.
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La reposicion hidroeléctrolitica es importante, aunque la magnitud de la deplecion
hidrica suele ser menor que en otros casos como p. ej. colera o infeccion por E.coli

enterotoxigénico. ¥

I. Control y Prevencion.

Sin duda las medidas de higiene personal en especial lavado de manos, son las mas
utiles para evitar la transmision de persona a persona y la contaminacion de alimentos
por parte de individuos infectados. Especial atencidén deberan prestar manipuladores de
alimentos asi como personal de guarderias, asilos y casas de salud.

La coccidn adecuada, refrigeracion de los alimentos preparados y exclusion de personal
con diarrea de la preparacion de los alimentos son otras medidas dtiles. Obviamente, la
disponibilidad de agua potable y saneamiento disminuyen la diseminacion del agente en
una determinada comunidad.

Al igual que en otras infecciones intestinales, se reconoce el papel protector de la
alimentacion a pecho directo materno durante los primeros meses de vida, ya que ésta
contiene anticuerpos de tipo IgA secretoria especificos y otros factores no especificos.
Como se dijo, el tratamiento con antibi6ticos ha demostrado ser de utilidad en la
Shigelosis, ya que acorta el periodo de excrecion, y por ende la transmisién intrafamiliar
de la bacteria. .

Las infecciones previas por Shigella suelen conferir resistencia tipo especifica a futuros
encuentros con el agente; es por ello que se han ensayado vacunas serotipo - especificas,
basadas en el antigeno O. Si bien ain no existen vacunas licenciadas para evitar la
enfermedad se investigan algunas, por ejemplo, con mutantes atenuadas, que carecen de

genes de virulencia, para ser administradas por via oral. *®
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C. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE Salmonella Y Shigella.

La deteccion e identificacion de los patégenos implicados en las enfermedades
transmisibles es un componente fundamental de la vigilancia epidemioldgica. Debido a
esto es necesario estandarizar técnicas de deteccion para implementar la vigilancia y el
control de dichos microorganismos y prevenir las enfermedades que estos producen en
el &mbito nacional, regional y/o mundial. Los métodos clasicos de diagnostico
bacteriol6gico son laboriosos, requieren tiempo y no todas las cepas aisladas pueden ser
identificadas, por lo cual la informacion que brindan es limitada y dificulta la toma de
decisiones. La temprana deteccion de los microorganismos, prevendria la aparicion de
muchos brotes y permitiria implementar controles previos a la ocurrencia de

enfermedad. @

1. Diagnostico Bacterioldgico Convencional (Coprocultivo).

Para la identificacion en muestras de heces se realiza una preparacion tefiida con Gram.,
la que puede revelar células bacilares y cocobacilares gram negativas cortas y gordas,
cuyo tamafio varia de 0,5 a 2 um de ancho a 2 a 4 um de largo. Sin embargo la
diferenciacion de especies no puede hacerse sobre la base de la morfologia con la tincion
de Gram.

Las caracteristicas morfoldgicas de la colonia de un microorganismo que crece en medio
solido puede ser una segunda clave. Tipicamente los miembros de la familia
enterobacteriaceae producen colonias mucoides y secas relativamente grandes, de color
gris opaco, en agar sangre. La hemolisis en agar sangre es variable y no es definitiva.
Las colonias aparecen como una delgada capa u onda y sugiere que el microorganismo
es movil.

La diferenciacién de Enterobacteriaceae, sin embargo, se basa primariamente en la
presencia o0 ausencia de diferentes enzimas codificadas por el material genético del
cromosoma bacteriano.

La identificacion definitiva de los miembros de Enterobacteriaceae puede requerir una
bateria de pruebas bioquimicas. Puede evitarse un tiempo considerable y una probable

identificacidn errdnea si se hacen unas pocas observaciones preliminares para asegurar
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que el microorganismo que se va a probar pertenece a este grupo. Con unas pocas
excepciones, todos los miembros de enterobacteriaceae demuestran las caracteristicas
siguientes:

e Fermentadores de glucosa

e Citocromo oxidas negativa

e Reduccion de nitrato a nitrito
a. Medios de aislamiento primario.

Deben usarse medios de cultivo selectivos para recuperar las especies de salmonelas y
shigellas, de las muestras que pueden alojar una mezcla de microorganismos.

Estos medios incluyen sales biliares en sus formulas para inhibir el crecimiento de
Gram positivos y de algunas especies bacterianas Gram negativas exigentes. El agar SS
contiene 5 veces mas la concentracion de sales biliares, que el agar McConkey y es mas
inhibitorio para E.coli y mas selectivo para especies de salmonelas de cultivo de materia
fecal.

La diarrea, la fiebre y los calambres estomacales severos son sintomas comunes, en el
caso de salmonelosis, estos sintomas se presentan entre 6 a 72 horas después de haberse
ingerido algun alimento contaminado con la bacteria. La enfermedad dura de 5 a 7 dias y
la mayoria de las personas afectadas no necesitan tratamiento, sélo con el tiempo se

mejoran. %
b. Medios de aislamiento selectivos.

Los agares McConkey y EMB son solamente moderadamente inhibitorios y fueron
disefiados en principio para evitar el crecimiento de bacterias Gram positivas a partir de
cultivos mixtos. Muchas especies de microorganismos Gram. negativas exigentes son

inhibidas del mismo modo.
1) Agar MacConkey.

El agar MacConkey es un medio de plaqueo diferencial para la recuperacién y seleccion

de Enterobacteriaceae y bacilos Gram negativos entericos relacionados.
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Contiene sales biliares y el cristal violeta que inhiben el crecimiento de bacterias Gram
positivas y de algunas Gram negativas exigentes.

Las bacterias fermentadoras de lactosa producen colonias que tienen distintos tonos de
rojo, debido a la conversion del colorante indicador rojo neutro (rojo pH por debajo de
6.8) por la produccion de acidos mixtos.

Las colonias no fermentadoras de lactosa como Salmonella y Shigella aparecen sin color

y transparentes.
¢. Medios de aislamiento altamente selectivos.

Los medios se hacen altamente selectivos, mediante el agregado de una variedad de
inhibidores a sus formulas, generalmente en conce3ntraciones mas altas que en el agar
MacConkey. Estos medios son usados primariamente para inhibir el crecimiento de
E.coli y otros coliformes, pero permiten el crecimiento de especies de Salmonella y

Shigella a partir de muestras de materia fecal.
1) Agar Salmonella-Shigella.

El agar S.S. es un medio altamente selectivo formulado para inhibir el crecimiento de la
mayoria de los microorganismos coliformes y permitir el desarrollo de especies de
Salmnonella y Shjigellade muestras ambientales y clinicas.
Las altas concentraciones de sales biliares y citrato de sodio inhiben a todas las bacterias

Gram positivas y muchos microorganismos Gram negativos incluidos coliformes.

La lactosa es el Unico hidrato de carbono y el rojo neutro es el indicador para la
deteccion de acido. El tiosulfato de sodio es la fuente de sulfuro. Cualquiera bacteria que
produce gas sulfuro de hidrogeno se detecta por un precipitado negro formado con

citrato ferrico.
2) Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (X.L.D.)

El agar XLD es menos inhibidor del crecimiento de bacilos coliformes que el agar S.S. y
fue disefiado para detectar shigelas en heces después de enriquecimiento en caldo para

gramnegativos.
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Las sales biliares en concentracion relativamente baja hacen que el medio sea menos
selectivo. Tres hidratos de carbono estan disponibles para la produccion de acido, y el
rojo fenol es un indicador de pH.

Los microorganismos lisina positivos, como especies de Salmonella, producen colonias
inicialmente amarillas debido a la utilizacion de xilosa y colonias rojas retardadas por la
descarboxilacion de la lisina.

El sistema de deteccion de sulfuro de hidrogeno es similar al del S.S. 9
d. Medios de Enriquecimiento.

Como el nombre lo indica un medio de enriquecimiento se usa para resaltar el
crecimiento de ciertas especies bacterianas al mismo tiempo que inhibe el desarrollo de
microorganismos no deseados. Son especialmente utilizados para la recuperacion de

especies de Salmonella y Shigella de muestras de heces fecales.
1) Caldo de enriguecimiento Tetrationato.

Todas las bacterias reductoras de tetrationato, como las salmonelas, pueden
multiplicarse en este substrato mas o menos libremente, mientras que la flora restante

resulta inhibida por el tetrationato.

Ademés se suprime el crecimiento de todos los gérmenes no obligatoriamente

intestinales por efecto de las sales biliares. ‘%
e. Caracteristicas diferenciales de identificacion.

Aunque la identificacion preliminar de Salmonella y Shigella se basa posiblemente en
las caracteristicas de las colonias y las reacciones bioguimicas en medios de aislamiento
primarios, otras técnicas de identificacion de especies requieren la determinacion de
caracteristicas fenotipicas adicionales que reflejan el codigo genético y la identidad

unica de los microorganismos que se prueban.

Las pruebas usadas para medir las caracteristicas metabdlicas de Enterobacteriaceae son:
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e Utilizacion de hidratos de carbono

e Actividad Orto-nitrofenil-B-D-galactopiranosido (ONPG)

e Produccién de indol

¢ Rojo de Metilo

e Prueba de Voges-proskauer

e Utilizacion de citrato

e Produccion de ureasa

e Descarboxilacion de lisina, la ornitina y la arginina

e Produccién de fenil alanina-deaminasa

e Produccion de sulfuro de hidrogeno
e Movilidad

Las caracteristicas metabolicas clave para la identificacion de enterobacteriaceae son:

TABLA N°%. CARACTERISTICAS CLAVES PARA LA

ENTEROBACTERIAS MAS IMPORTANTES. 9

IDENTIFICACION DE

Género KIA | GAS |H2S |[RM [ VP | IND | CIT | PAD | URE | MOV | LIS
Escherichia | A/A + - + - + - - - + +
Shigella Alc/A | - - + . - - - - -
Salmonella | Alc/A | + + + - - + - - + i
Citrobacter | A/A + + + - - + - +/- + -
Klebsiella A/A + - - + - + - + - +
Enterobacter | A/A + - - + - + - - + +

1) Produccion de indol.

El indol es uno de los productos de degradacion del metabolismo del aminoacido

triptofano. Las bacterias que poseen la enzima triptofanasa pueden clivar el triptofano, y

de este modo producir indol, &cido piruvico y amonio. El indol puede detectarse

mediante el desarrollo del color rojo despues de agregar una solucidén que contiene p-

dimetilaminobenzaldehido (Reactivo de Kovac).
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2) Prueba de Rojo de Metilo.

Las bacterias que siguen la fermentacion &cido mixta, producen suficiente &cido para
mantener el pH por debajo de 4.4. La prueba del rojo de metilo proporciona
caracteristicas valiosas para la identificacion de especies bacterianas que producen

acidos fuertes a partir de glucosa.
3) Prueba de VVoges-Proskauer.

Esta prueba se basa en la conversion de acetil-metil-carbinol a diacetilo a través de la
accion del hidroxido de potasio y el oxigeno atmosférico. El diacetilo se convierte en un

compuesto rojo bajo la accion catalitica del alfa-naftol y la creatinina.
4) Utilizacion de Citrato.

El principio de la prueba de utilizacion de citrato es la de determinar la capacidad de un
microorganismo par usar al citrato de sodio como Unica fuente de carbono para el
metabolismo y el crecimiento. La produccion de color azul en el medio de prueba, indica
la presencia de productos alcalinos y un resultado positivo de la utilizacion de citrato. El

crecimiento visible también indica una prueba d resultado positivo.
5) Produccién de Ureasa.

Los microorganismos que poseen la enzima ureasa hidrolizan la urea, con lo cual se

libera amonio y se produce un cambio de color rosado-rojo en el medio.
6) Descarboxilacién de la lisina.

Muchas de las especies de bacterias poseen enzimas que pueden descarboxilar
aminoacidos especificos en el medio de prueba. Las enzimas descarboxilasas remueven
una molécula de CO2 de un aminoacido para formar aminas reactivas alcalinas. Siendo
la cadaverina el producto de la descarboxilacion de la lisina. Las aminas que resultan de

la descarboxilacién pueden ser detectadas por el cambio de pH alcalino.
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7) Produccion de Fenilalanina Desaminasa.

La determinacion de la fenialanina desaminasa es Util para la diferenciacion inicial de

especies de proteus de otros microorganismos como salmonella.

2. Diagnostico Molecular.

a. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa, ya mas conocida como PCR, es una técnica que
permite replicar entre cientos de miles y millones de veces, en el transcurrir de pocas
horas e in vitro, pequefias cantidades de ADN. Uno de los aportes fundamentales de esta
metodologia a la investigacion basica en biologia molecular consiste, precisamente, en la
rapidez y eficiencia mediante las cuales se realiza una tarea que antes requeria largas y
tediosas jornadas. El producto que se obtiene al finalizar la reaccion -una gran cantidad
de un fragmento génico con alto grado de pureza- favorece la tarea de los investigadores
empefiados en ampliar nuestros conocimientos sobre la estructura y funcion de los
genes. Por su alta sensibilidad, esta técnica permite identificar un gen a partir de un solo
cabello, una célula somatica o un espermatozoide. Ha facilitado, y en muchos casos
hecho posible, la tarea de identificacion de personas, por ejemplo de hijos de

desaparecidos, mediante el anélisis de muestras del nifio y de su abuela materna. “¢)
1) La Técnica PCR.

Esta técnica permite multiplicar ("amplificar" es, en realidad, el término que se ha
impuesto) pequefias cantidades de ADN entre cientos de miles y millones de veces. El
tramo destinado a reproducirse puede tener desde cincuenta hasta mas de dos mil
nucleodtidos de longitud. EI segmento de ADN que sirve de molde no requiere estar
necesariamente en estado puro, sino que puede ser parte de mezclas complejas. Puede

ser, por ejemplo, ADN nuclear total.
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FIGURA N° 7. Etapas de la Técnica Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
1. Desnaturalizacion del ADN doble cadena a 94-95°C.

2. Hibridacion de los primers a la zona 3" especifica de cada una de las hebras.

3. Extension del cebador por actuacion de la ADN polimerasa

4. Terminacion y obtencién de los productos de ADN. (46)

El método se basa, en su forma més simple en la realizacién de 3 reacciones sucesivas
llevadas a cabo a distintas temperaturas (Fig. N° 6). Estas reacciones se repiten
ciclicamente entre veinte y cuarenta veces. La muestra se calienta, en el 1* paso, hasta
lograr la separacion de las dos cadenas que constituyen el ADN, hecho que se conoce

como “desnaturalizacién”. En el 2% paso, la temperatura se reduce para permitir el
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"apareamiento” de cada una de dos cadenas cortas de nucleotidos (oligonucleétidos) con
cada una de las hebras separadas del ADN molde. Se trata de segmentos de ADN de
cadena simple, sintetizados en el laboratorio y disefiados de manera tal que permiten
definir los limites del tramo de ADN que se desea replicar. Obviamente, para que se
pueda producir el apareamiento, cada uno de estos oligonucledtidos, a los que se
denomina "iniciadores"” o primers, debe ser complementario del tramo al que tienen que
unirse en las cadenas separadas del ADN molde. En 3% lugar, una enzima ADN
polimerasa extiende los primers, en el espacio comprendido entre ambos, sintetizando
las secuencias complementarias de las hebras del ADN molde. Para ello, la ADN
polimerasa usa desoxinucledsidos trifosfato (ANTPs) agregados a la mezcla de reaccion.
La temperatura a la que se realiza el tercer paso estd condicionada por aquélla a la cual
"trabaja" la enzima ADN polimerasa. Al cabo del primer ciclo de tres reacciones
(desnaturalizacion, hibridacion y extensién) el tramo de ADN elegido se ha duplicado y
el doble de su cantidad original se encuentra disponible para ser nuevamente replicado
en un segundo ciclo. El resultado de la aplicacion de numerosos ciclos "en cadena™ da

lugar a la amplificacion geométrica del segmento de ADN delimitado por los primers.

Para replicar el ADN, la técnica PCR hizo uso, en un principio, de la ADN polimerasa
de la bacteria Escherichia coli. Pero esta enzima resulta desactivada debido a la alta
temperatura requerida para desnaturalizarla doble cadena del ADN, por lo cual debia
agregarse enzima fresca al comenzar el tercer paso de cada ciclo. Este inconveniente fue
solucionado de manera ingeniosa cuando se la reemplazé por su equivalente de la
bacteria "termofila® Thermus aquaticus. En efecto, la ADN polimerasa de este
microorganismo, denominada Taq polimerasa, actla eficientemente entre los 75° C y los
80° C y resiste mas de dos horas a 93° C. De esta manera es posible mezclar todos los
componentes de la técnica PCR al comenzar el primer ciclo y la reaccion en cadena
puede llevarse a cabo mediante equipos automatizados que realizaran los ciclos térmicos

programados.

Una vez finalizada la reaccion se habra logrado fabricar, en pocas horas, gran cantidad
de un fragmento génico con un alto grado de pureza. Obtener el mismo resultado
utilizando las técnicas clasicas de clonado llevaria varios dias de tedioso trabajo. Por
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otra parte, la técnica PCR es el método de deteccion de secuencias de ADN mas sensible
conocido hasta la fecha: mediante ella resulta posible identificar un gen a partir de un
solo cabello, una célula somatica o un espermatozoide. Es, por lo tanto, un instrumento

extremadamente valioso para establecer, por ejemplo, lazos de parentesco. ¢®
2) Aplicaciones en la Investigacion Bésica.

Nuestro conocimiento de la estructura y funcion de los genes surge en gran medida de la
determinacion de su secuencia de bases. La secuenciacion directa y el grado de
multiplicacién permitidos por la técnica PCR constituyen aportes esenciales de esta
metodologia a la investigacion basica en biologia molecular, ya que facilitan la tarea
haciéndola mas rapida y eficiente. Aunque los fragmentos de ADN de cadena doble
obtenidos por amplificacion pueden ser usados como moldes para una posterior
secuenciacion, resulta mas conveniente utilizar cadenas simples. Cabe sefialar que por el
solo hecho de agregar en la reaccion base un exceso de uno de los primers se puede
lograr que una de las dos cadenas del ADN desnaturalizado se multiplique diez veces

mas que la otra.

El analisis de los niveles de los distintos ARN mensajeros (ARNmM) presentes en una
celula ha sido realizado tradicionalmente mediante procedimientos que incluyen los
Northern (el Southern para ARN) y dot blot o la hibridacion in situ. La importancia de
este tipo de andlisis se debe a que esos niveles de ARNm, que son principalmente el
resultado del control de la transcripcion de los genes, reflejan el estado de desarrollo y
diferenciacion de la célula. La aplicacion de la técnica PCR ha dado lugar a una nueva
modalidad para analizar el ARNm. Este es aislado, en primer lugar, de tejidos o células
y entonces se lo utiliza como molde para la fabricaciéon de un ADN complementario
(cADN) por parte de la enzima transcriptasa reversa (el calificativo de reversa aplicado a
esta enzima se debe a que su accion es "inversa" a la cumplida por la enzima
transcriptasa, que produce ARN a partir de ADN). EI cADN asi obtenido es usado a su
vez como molde gue se replicard mediante la técnica PCR, tras la aplicacion de primers
disefiados para delimitar la region que resulta de interés. El control adecuado de todos
los pasos de estas reacciones hace posible cuantificar con precision los niveles de
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ARNmM originales. La alta sensibilidad que caracteriza al método, llamado en esta
variante RT-PCR (por Reverse Transcriptase-PCR), permite su uso en la deteccion y

cuantificacion de ARN mensajeros poco abundantes.

La técnica PCR puede ser utilizada, en algunos casos, para clonar genes cuya secuencia
de bases es desconocida. Cabe preguntarse como se disefian, en este caso, los primers
necesarios para realizar la amplificacion. La respuesta a esta pregunta la da el
conocimiento del cédigo genético. Si se determina experimentalmente la secuencia de
aminoacidos que constituyen un segmento de la proteina cuyo gen se quiere clonar, se
puede deducir cuales son las secuencias teoricas de todos los posibles ARN mensajeros
gue codifican para ese segmento. Con esta informacion se fabrican los dos primers, cada
uno de los cuales es, en realidad, una mezcla de todos los oligonucleétidos posibles que
el codigo genetico permite deducir para codificar el segmento de proteina elegido. Se
habla de "degeneracion” del codigo genético aludiendo precisamente al hecho de que
dada una secuencia de aminoacidos no se puede deducir con certeza la secuencia de
nucle6tidos que la codifica, ya que varias de ellas cumplen la misma funcién. Dicho de
otro modo: varias secuencias de nucleotidos pueden dar lugar a un mismo aminoacido.
La reaccion de PCR se realiza con estas dos mezclas de "primers degenerados”. En cada
mezcla, sélo uno de los oligonucleotidos serd totalmente complementario del fragmento
de ADN a amplificar y funcionard realmente como primer. Una vez amplificado el
fragmento, se estudia la secuencia y se comprueba su correspondencia con la de la

proteina previamente caracterizada.

Seflalemos por ultimo que la técnica PCR puede ser utilizada para cambiar la
informacidn contenida en un segmento de ADN, pues permite alterar su secuencia de
bases. Esta "mutagénesis dirigida™ consiste en el reemplazo de la secuencia génica
original por otra, que puede diferir, por ejemplo, en una base respecto de la original.
Esto se logra usando primers que, a pesar de portar la mutacion, son igualmente capaces
de aparearse con el molde y dar lugar a productos de amplificacion con la secuencia

cambiada. “®



Marcos Ariel Conde Chipana F.C.F.B.-U.M.S.A 49

3) Aplicaciones en el Diagnostico Médico.

La técnica PCR ha permitido el desarrollo de nuevas estrategias de diagnostico en
numerosos campos de la medicina. Por ejemplo, existen métodos de deteccion por PCR
de agentes infecciosos como los virus de las hepatitis B y C, del papiloma humano, de
Epstein Barr y citomegalovirus. En relacién con el SIDA es posible detectar regiones del
genoma del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) amplificadas por PCR a partir
de sangre extraida de pacientes seropositivos. Esta técnica puede ayudar a resolver
resultados inciertos provenientes de las pruebas habituales y ha sido aplicada en el
diagnostico de la infeccidn en recién nacidos de madres seropositivas. En tales casos, el
uso de la técnica PCR evita el problema que se plantea por el hecho de que la presencia
de anticuerpos recibidos de la madre impide saber, hasta que éstos desaparecen
aproximadamente un afio después del nacimiento, si el propio organismo del nifio ha
generado anticuerpos porque se encuentra infectado. Pueden detectarse también otros
microorganismos patdgenos como las clamidias, la bacteria Escherichia coli

enterotoxigeénica, el vibrion del colera y los tripanosomas.

La técnica PCR ha facilitado enormemente el diagnostico de enfermedades hereditarias
como hemoglobinopatias (talasemias y anemia falciforme), la fenilcetonuria, las
hemofilias A y B, la deficiencia de alfa 1 antitripsina, la distrofia muscular y la fibrosis
quistica. El aislamiento del gen afectado ha permitido identificar las mutaciones que
causarian esta patologia. La anulacion de tres bases que provocan la ausencia del
aminoéacido fenilalanina N° 508 en la proteina que es producto del gen de la fibrosis
quistica constituye la mutacion -llamada DF508- mas frecuente en caucésicos (60% de
los afectados en la poblacion argentina), por lo que su analisis resulta ser el primer paso
destinado tanto a la deteccion de portadores sanos como a la confirmacion del

diagnostico en individuos afectados y al diagndstico prenatal.

En enfermedades oncoldgicas pueden detectarse, mediante la técnica PCR, mutaciones
de oncogenes (literalmente "genes inductores de cancer™) como en el caso del oncogén
ras en carcinomas de colon, de pancreas y en leucemias mieloides; del "antioncogén" de

retinoblastma, o del llamado cromosoma Philadelphia. Este cromosoma aparece en
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pacientes con leucemia mieloide cronica y es el resultado de la translocacién de una
porcion del gen bcr desde el cromosoma 22 al 9, donde se ubica junto al oncogén c-abl.
La técnica PCR es especialmente til, en este caso, para detectar la presencia de ARN
mensajero hibrido bcr/abl. EI ARN es analizado mediante la ya mencionada técnica RT-
PCR, con primers especificos que revelan la presencia de mensajeros normales o
hibridos. En pacientes sometidos a quimioterapia, la gran sensibilidad del método lo
hace ideal para identificar poblaciones residuales de células cancerosas no detectables
mediante técnicas convencionales, de manera tal que permite diagnosticar

tempranamente un nuevo avance de la enfermedad.

Se han implementado métodos que utilizan la técnica PCR destinados a la evaluacion del
riesgo de padecer trastornos autoinmunes (perturbaciones debidas a agresiones
"erroneas” realizadas por las defensas inmunitarias a 6rganos del propio paciente), tales
como diabetes de tipo I, enfermedad celiaca, pénfigo vulgaris, miastenia gravis y
esclerosis multiple. Consideremos brevemente algunas situaciones vinculadas con los
genes del llamado complejo mayor de histocompatibilidad (HLA), los cuales codifican
para una serie de glicoproteinas de la membrana celular que participan en la iniciacién
de la respuesta inmunitaria. Cada uno de estos genes presenta numerosas variantes
(alelos) en la poblacion. Se sabe que la presencia de algunos de esos alelos en un
individuo esta asociada a la aparicion de ciertas enfermedades autoinmunes. La reciente
determinacidn de la secuencia de nucle6tidos de varios alelos HLA permitid el disefio de
nuevas estrategias de tipificacion molecular de los genes HLA basadas en la
amplificacion por PCR y en la posterior hibridacion con sondas constituidas por
oligonucle6tidos de secuencia especifica que reconocen las variantes de alelos llamadas
de riesgo. En colaboracion con M. Herrera, M. Pando, V. Bernath y R. Gutman hemos
desarrollado recientemente pruebas de tipificacion por PCR de los alelos HLA que han
indicado la existencia de susceptibilidad genética en relacién con la enfermedad celiaca
y la diabetes tipo | (insulinodependiente). En individuos blancos argentinos,
determinados alelos HLA-DQ confieren treinta veces més riesgo de padecer estas
patologias y su deteccion en familiares de afectados permite adoptar conductas

terapéuticas tempranas. (38)
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4) Fuentes que aportan el ADN Molde

La fuente de la cual procedera el &cido nucleico que se ha de utilizar como molde
depende de cada caso: en patologias infecciosas se procesa el tejido donde se desea
detectar el agente; en patologias oncologicas se estudian biopsias del tumor; para el
diagnostico prenatal de enfermedades hereditarias se analizan células del liquido
amniético o vellosidades coridnicas junto con el ADN de leucocitos de los padres; para
analizar ciertas caracteristicas genéticas propias de cada individuo (por ejemplo,
determinados alelos HLA, portadores heterocigotas sanos de enfermedades hereditarias
recesivas) es Util cualquier célula con nucleo del organismo, empleandose habitualmente
sangre periférica debido a su facil obtencion. Cabe sefialar que la reaccién también se ha
realizado con éxito sobre ADN parcialmente degradado, extraido de tejidos fijados en
formol e incluidos en parafina. Esto no solo facilita la obtencién de muestras de piezas
quirdrgicas, sino que permite realizar estudios retrospectivos sobre preparados
histoldgicos de archivo. También es posible extraer ADN de huesos, amplificarlo
mediante la técnica PCR y analizarlo con fines tan diversos como la identificacion de
cadaveres o la determinacion de los defectos genéticos que padecian nuestros

antepasados remotos. “©
5) Problemas de la Técnica PCR.

Uno de los problemas mas evidentes que presenta esta técnica, sobre todo cuando se la
utiliza como herramienta de diagndstico, es la posible generacion de resultados
falsamente positivos. Podria llegar a indicar, por ejemplo, la presencia de secuencias
virales en personas no infectadas. Esto es consecuencia de la extrema sensibilidad del
método. Los falsos positivos pueden generarse por contaminacion de una muestra a
partir de una Unica molécula de ADN proveniente de otra muestra. Esta molécula sera
amplificada en la técnica PCR y aparecera como una banda en el caso de electroforesis
en gel o como una respuesta positiva en una hibridacion con una sonda radiactiva. La
causa mas frecuente de falsos positivos es el "arrastre” de secuencias de ADN
amplificadas en reacciones previas. Tales secuencias pueden estar presentes en los
equipos de laboratorio y en los reactivos, pudiendo esparcirse por medio de aerosoles.
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Frente a esto, los expertos recomiendan la realizacion de controles negativos multiples
(reacciones de amplificacion con todos los reactivos, excepto el ADN molde), ademas
del uso de técnicas de esterilidad y de micropipetas que eviten la generacion de

aerosoles como precaucion para prevenir la contaminacion de las muestras.

La técnica PCR se ha sumado a la lista de desarrollos tecnolégicos originados en el
ambito industrial que provocaron cambios cualitativos en las ciencias bésicas. Uno de
los proyectos mas ambiciosos de la biologia moderna es la determinacion de la
secuencia completa del genoma humano. Esto permitira no sélo identificar los genes
responsables de numerosas enfermedades hereditarias y trastornos metabolicos, sino
descubrir nuevos genes y sus funciones celulares relacionadas. Un paso indispensable
para concretar dicho objetivo consiste en realizar un "mapeo” del genoma, es decir, una
especie de carta geografica que permita ubicar los genes con cierta precision a lo largo
de los cromosomas. La técnica PCR se ha revelado corno una de las técnicas de apoyo
fundamental en tal empresa. Asi por ejemplo, un grupo de investigadores de la pujante
compafiia francesa Genethon ha logrado disefiar recientemente 1.000 pares de primers

que han permitido "mapear" aproximadamente el 90 % del genoma humano.

A través de las ciencias basicas, el uso de la técnica PCR se ha diversificado y han
surgido variantes del disefio original cuya descripcion excede los propdsitos de este
articulo. Quiza la prueba mas contundente de la trascendencia del invento y de su futura
expansion sea la venta de su patente por aproximadamente 300 millones de ddlares a la

poderosa multinacional Hoffmann-La Roche. “©
6) Nested-PCR.

La técnica PCR anidado o Nested-PCR usa dos juegos de primers de amplificacion. Un
juego tiene como blanco al producto de amplificacion del otro juego de primers, y hay
dos rondas de amplificacion para el ADN especifico. EI amplicon (el producto de
amplificacion) de la segunda reaccion es mas corto que el primero. Este procedimiento
se disefia para aumentar la sensibilidad de la técnica PCR por directa reamplificacion del
producto del PCR primario con un segundo PCR. La ventaja de PCR anidado es el
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aumento de la sensibilidad y especificidad de la reaccion, desde que los cebadores

internos sélo hibridan si el amplicon tiene la sucesion esperada. “*

{1} 1°Round Nested-PCR (30 Ciclos)
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FIGURA N° 8. Etapas de la Técnica PCR-Anidado (Nested-PCR).
1. Primer Paso Nested-PCR. Desnaturalizacion, Hibridacion de los Primers Externos,
Extension y Terminacion del primer PCR.

2. Segundo Paso Nested-PCR. Desnaturalizacion de los productos del primer PCR,
Hibridacion de los Primers Internos, Extension y terminacion. (46)
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7) Aislamiento de ADN.

La técnica PCR demanda, en diferentes momentos, la preparacién de distintos tipos de
ADN. Primeramente el ADN celular total, muchas veces necesario como una fuente de
material a partir de la cual se obtienen los genes a ser amplificados. EI ADN celular total
puede ser aquel que puede ser conseguido a partir de un cultivo de células bacterianas,

vegetales 0 animales o de cualquier otro tipo de organismo en estudio.

Un segundo tipo es el ADN plasmidial puro, cuya preparacion se hace a partir de un
cultivo bacteriano, siguiendo las mismas etapas basicas que en la purificacion de ADN
celular total, con una diferencia crucial en alguna fase, el ADN plasmidial debe ser

separado del componente principal, ADN cromosomico también presente en la célula.

Los fundamentos de preparacion de ADN son los mas facilmente comprendidos por ser
considerados primeramente el tipo mas simple de purificacion, utilizado cuando todo o

un componente del ADN de una célula bacteriana es necesario.

El procedimiento para la preparacion de ADN total a partir de un cultivo de células

bacterianas que de ser dividido en cuatro fases:

1. Las células bacterianas son cultivadas y después recuperadas del cultivo y
concentradas.

2. Las células son lisadas para liberar su contenido.

3. Este extracto es tratado para la remocion de todos sus componentes, excepto el ADN.

4. La solucion de ADN resultante es concentrada. ©
a) Preparacion de un Extracto Celular.

La célula bacteriana esta envuelta por una membrana citoplasmatica, que a su vez, esta
envuelta por una pared celular rigida. En algunas especies, inclusive E.coli, la propia
pared celular puede estar envuelta en una segunda membrana externa. Todas esas

barreras deben ser rotas para la liberacion de los componentes celulares.
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Las técnicas para el rompimiento de células bacterianas pueden ser divididas en métodos
fisicos, en los cuales las células son lisadas por fuerzas mecanicas, también por métodos
quimicos, en los cuales la lisis celular es causada por la exposicidn a agentes quimicos
que afectan la integridad de las barreras celulares. Los métodos quimicos son los méas
comunmente usados cuando las células bacterianas deben ser lisadas iniciando la
preparacion de ADN. La lisis quimica contiene un agente que ataca la pared celular y
otro que rompe la membrana celular. Los agentes quimicos a ser utilizados dependen de
la especie bacteriana utilizada. Para E.coli y microorganismos emparentados, el lisado
de la pared celular en general es realizado con una lisozima, EDTA o una combinacion
de ambos. La lisozima es una enzima que esta presente en la clara de huevo y
secreciones como lagrimas y saliva, siendo capaz de digerir los compuestos polimericos
qgue confieren rigidez a la pared celular. EI EDTA, remueve iones de magnesio
esenciales para la preservacion de la estructura global de la envoltura celular, ademas de
que también inhibe enzimas celulares capaces de degradar el ADN. En ciertas
condiciones, el lisado de la pared celular con lisozima 0 EDTA es suficiente para romper
la las células bacterianas, mas en general, un detergente, como el Dodecilsulfato de
sodio (SDS), también es adicionado. Detergentes auxiliares en el proceso de lisis
remueven moléculas de lipidos, que provocan el rompimiento de membranas celulares.
Después de que las células son lisadas, la etapa final de preparacion del extracto y la
remocién de residuos celulares insolubles. Componentes como fracciones de la pared
celular parcialmente digeridas pueden ser sedimentados por centrifugacion, dejando el

extracto celular como un sobrenadante razonablemente limpio. ©

b) Purificacion de ADN a partir de un Extracto Celular.

El ADN, en un extracto celular bacteriano contiene cantidades significativas de
proteinas y ARN. Para dejar el ADN en una forma pura, varios procedimientos pueden
ser utilizados para la remocion de estos contaminantes. De manera parcial la
desproteinizacion del extracto celular se adiciona fenol o una mezcla de fenol
cloroformo 1:1. Estos solventes organicos precipitan proteinas, mas dejan los acidos
nucleicos en solucion acuosa. Asi, el extracto celular es mezclado lentamente con el

solvente y las fases son separadas por centrifugacion, las moléculas proteicas quedan
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fijadas en la interfase entre la capa acuosa y la organica, en forma de masa coagulada
blanca. La solucion acuosa de acidos nucléicos pueden ser entones removidas con una
pipeta. En algunos extractos celulares, el contenido proteico es tan grande que una unica
extraccion con fenol es insuficiente para purificar completamente los acidos nucleicos.
Ese problema puede ser resuelto por la realizacion de varias extracciones sucesivas con
fenol, mas no es aconsejable, pues en cada etapa la mezcla de la centrifugacion en el
rompimiento de las moléculas de ADN. La solucidén es entonces tratada con una
proteasa, como la proteinasa K, antes de la extraccion con fenol. Esta enzima rompe los

polipéptidos en unidades menores, las cuales son mas facilmente removidas con fenol.
c¢) Concentracion de Muestras de ADN.

Con frecuencia, una preparacion bien realizada resulta en una solucion densa de ADN,
gue no necesita de una concentracion adicional. Entretanto, a veces se obtiene
soluciones diluidas, siendo entonces, importante considerar métodos para el aumento de
la concentracién de ADN. EIl método de concentracién utilizado con mas frecuencia es
la precipitacion con etanol. La presencia de sal (estrictamente hablando de cationes
monovalentes, como los iones de sodio y a una temperatura de -20° C o menos, etanol
absoluto precipita con eficiencia acidos nucleicos poliméricos. Con una solucién densa
de ADN, el etanol puede ser depositado sobre la muestra, provocando la precipitacion
de las moléculas de la interfase. El precipitado puede ser colectado por centrifugacion y
después nuevamente disuelto en un volumen adecuado de agua. Un precipitado con
etanol tiene la ventaja adicional de dejar cadenas cortas y componentes monomericos de

acidos nucleicos en solucion. ©
8) Aislamiento de ADN de Heces Fecales.

Las muestras fecales estan entre las muestras mas complejas para la prueba directa de
PCR debido a la presencia de inhibidores inherentes de PCR que son coextraidos a
menudo junto con el ADN bacteriano. Los inhibidores potenciales de PCR que se
encontraron en muestras de excremento incluyen el hem, las bilirrubinas, las sales

biliares, y los carbohidratos complejos. Pocos estudios han evaluado o comparado los
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métodos simples de extraccion de ADN que facilitarian y mejorarian la sensibilidad de

la deteccion por PCR de patdgenos entéricos de los muestras fecales.

El PCR es una técnica de la biologia molecular poderosa para la deteccion de ADN
blanco en varias muestras clinicas, pero su aplicacion a las muestras fecales ha estado
muy limitado, debido a la presencia de inhibidores de PCR desconocidos en tales
muestras. Muchos métodos se han descrito para remocién o inactivacion de inhibidores
de PCR en muestras fecales. EI método de extraccion convencional con fenol-
cloroformo  parece ser el mas normalmente usado, el Tratamiento con una
concentracion alta de NaOH seguido por extracciéon con fenol-cloroformo también se
ha informado, ademas de la utilizacion de cromatografia en columna en pequefia escala
con Sephadex G-50, polvo de fibra celulosa, 0 matriz de vidrio y un calentamiento
simple, lavado, y dilucién de la muestra también mostraron buen resultado. Estos
métodos son laboriosos o ineficaces. Existen varios métodos comerciales disponibles,

también se han usado equipos para preparar muestras fecales para PCR. "

b. PCR para Salmonella.

El PCR empleado para la deteccion de Salmonella, utiliza los fragmentos de ADN de
1.8-kb HindlIll de los serovars de Salmonella como blancos para la amplificacion en

nifios que padecen enteritis.

La hibridacion especifica de un fragmento de ADN de 1.8-kb Hindlll aislado de
Salmonella typhimurium con una técnica molecular de clonacién, fue confirmada por
hibridacion de colonias, con 327 aislados de salmonelas de varios serotipos y 56 aislados
de cepas no-salmonelas, incluyendo enterobacterias relacionadas con Salmonella, tales
como Escherichia coli, Klebsiella, Citrobacter y Shigella. Fue encontrado que este
fragmento de ADN de 1.8-kb es altamente especifico para todos los aislados de
salmonela probadas. La secuencia de ADN de este fragmento de 1.8-kb también fue
determinada por el método de secuenciacion de Sanger. Segun esta secuencia de ADN,
seis fragmentos de oligonucleotidos que se extendian a partir del segmento 17 al 26
fueron quimicamente sintetizados y probados para su especificidad de hibridacion. Los

resultados demostraron que tres de los seis fragmentos de oligonucleotidos son



Marcos Ariel Conde Chipana F.C.FB.-UM.S.A 58

altamente especificos para las 327 cepas de salmonela probadas y se pueden utilizar
como puntas de prueba para la deteccion especifica de Salmonella en alimentos u otras

muestras.
1) Nested-PCR para Salmonella.

El método Nested-PCR permite la deteccion directa de salmonelas en muestras
ambientales, de alimento y clinicas. Es importante, el método porque evita los métodos
tradicionales de analisis de la calidad del agua usando bacterias indicadoras. En esta
técnica, un par de primers de ADN, cada uno de 20 pares bases de longitud se utiliza
para la deteccion de salmonelas en un método de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). En una segunda fase, se utiliza un segundo par de primers (cada uno de 19 bases)
se utiliza en un andlisis jerarquizado de PCR. Es importante, porque permite la deteccion
rapida de Unicamente 10 microorganismos de salmonelas en menos de cinco horas. El
método de deteccion es altamente sensible y especifico. EI método de actual invencién
no requiere un paso de precultivo o preenriquecimiento antes del PCR. EI método y los
reactivos de la actual invencion permiten el diagnostico rapido de infecciones por
salmonelas, de gran importancia en enfermedades potencialmente peligrosas para la vida
(Ej. Fiebre tifoidea) y de investigaciones epidemioldgicas. EI método de deteccion es
rapido, sensible y especifico por lo tanto estd bien adaptado para la deteccion de un

numeros bajo de este patdgeno en diferentes tipos de muestra.

El término "Nested primers" refiere a primers que anidan a la secuencia blanco, en un
area que esté dentro de los limites de los amplificados usados para comenzar el PCR.
Porque los nested primers (internos) anidan al blanco dentro de los limites del
amplificado por los primers iniciales (externos), el producto predominante del PCR-
amplificado de los primers iniciales son necesariamente una secuencia mas larga, que la
definida por los limites del anidado de los Nested primers. El producto amplificado-PCR
de los Nested primers es un segmento amplificado de la secuencia blanco que no puede,
por tanto, anidar con los primers iniciales. Las ventajas al uso de Nested primers
incluyen el grado alto de especificidad, asi como el hecho de que una porcién mas
pequefia de la muestra puede ser utilizada para obtener la amplificacién especifica y

eficiente. “?
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2) Nested-PCR de Un Tubo para Salmonella.

La complejidad, exposicion y susceptibilidad a contaminacion de la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR), ha llevado a realizar investigaciones para superar todos estos
problemas para ser usados en laboratorio. Para superar este problema con respecto al
uso del Nested-PCR en el diagnostico, se desarroll6 el Nested PCR de un tubo.

La sensibilidad y especificidad del PCR normalmente son reforzadas por la hibridacion
al producto de PCR o por amplificacion del producto a una segunda ronda de PCR con
un juego interior de primers (Nested-PCR). Estos procedimientos involucran
manipulaciones extras, excepcionalmente costosas, y un aumento de la oportunidad de
contaminacion. La técnica Nested-PCR de un tubo ha sido descrita para el
descubrimiento de VIH y tuberculosis anteriromente. @8 42

El blanco para el Nested-PCR es el fragmento de ADN de 1.8-kb Hindlll especifico de
los serovars de Salmonella. Los primers externos usados son BRSal-A (5'-ACG GTT
GTT TAG CCT GAT AC-3) y BRSal-B (5-CTG GAT GAG ATG GAA GAA TG-3)),
ambos a una concentracién de 0,05 nM; y los cebadores internos usados son BRSal-1A
(5-GTT CGG CAT TGT TAT TTC T-3) y BRSal-1B(5-CTC AGG GTC ATC GTT
ATT C-3'), ambos a una concentracion de 0,4nM.

Los primers utilizados: BR-SalA hibrida en la secuencia 1124-1144, BR-SalB en 1630-
1650, BR Sal-1A en1280-1299 y BRSal-IB hibrida en la secuencia 1543 a 1562.

La técnica Nested-PCR de un tubo, esencialmente, usa ciclos termales programados para
realizarse en dos fases, las dos fases se diferencian por usar diferentes temperaturas de
hibridacion. Treinta ciclos fueron realizados con una temperatura de hibridacion de
60°C, durante el cual se genera un producto de 526 bp con los primers externos BRSal-
Ay BRSal-B; los primers mas cortos BRSal-1A y BRSal-1B no pueden hibridar a su
blanco a esta temperatura. Esto se siguio por 20 ciclos a una temperatura de hibridacién
de 50°C durante el cual el producto formado en los primeros 30 ciclos actuan como
blanco para los primers méas cortos BRSal-1A y BRSal-1B, que generan un producto de
282 bp. Una desnaturalizacion a temperatura de 93°C y una temperatura de extension de
72°C se us6 a lo largo del PCR.

Cuando la mezcla PCR es preparada a Temperatura ambiente, los cebadores no pueden

formar asociaciones de primer-primer o dimeros de primers a esta temperatura. Estos
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pueden eliminarse en el primer ciclo del PCR con la reaccion en caliente para la
desnaturalizacion. Una vez extendido, estos productos se amplifican eficazmente en los
ciclos subsecuentes y es mostrado por el ensayo de colorimetria o electroforesis.

El protocolo de comienzo caliente se usa para separar los primers, de los otros
componentes de la reaccion. Los primers son divididos en alicuotas en los tubos de
reaccién y se recubrié con un tapon de cera (BDH, Poole, Reino Unido). Cualquier
dimero de primers qué se forme a temperatura ambiente tendra una disociacién a 60°C
temperatura en la que la cera funde y permite a los primers entrar en contacto con los
otros componentes de la reaccion. Para evitar la contaminacion durante la preparacion
de las muestras, se divide la preparacion de la mezcla de reaccion, la division de la
reaccién, la division de la mezcla en alicuotas, y el analisis de los productos se realiza
cada uno en cuartos separados. Los tubos eppendorfs son usados para la preparacién de

muestras. “?

c. PCR para Shigella

Para mejorar el diagndstico de Shigella se ha implementado el uso de ensayos de
hibridizacion con sondas de ADN, y mas recientemente la reaccion de polimerizacion en
cadena (polymerase chain reaction, PCR). La técnica PCR para Shigella se basa en la
amplificacion de fragmentos de ADN Unicos y presentes en el plasmido de invasién, o
en el gen IpaH, encontrado en copias mdultiples tanto en el plasmido como en el
cromosoma bacteriano. La técnica PCR directa de las heces se dificulta por la presencia

de inhibidores de la polimerasa. ‘®

La mayoria de los protocolos PCR para la identificacion de Shigella utiliza como blanco
genes que codifican factores asociados a la virulencia. Para la deteccion de Escherichia
coli enteroinvasiva (EIEC) y Shigella, se usa el loci ial y virF en el plasmido de

virulencia, el elemento repetitivo ipaH presente en el plasmido y cromosoma. ¢

Un método de diagndstico rapido que emplea un procedimiento de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) fue utilizado para identificar Shigella. Este procedimiento
amplifica una regién del locus asociado a la invasion (ial) de un extracto crudo de ADN

de heces. Se utiliza un oligonucleotido sintético de 21-pb que corresponden a la
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secuencia del gen ial que esta presente en especies Shigella enteroinvasiva. Por la
amplificacion PCR, se obtiene un fragmento de 320-pb de ADN, de Shigella flexneri, el
cual carecen otros organismos. El gen ial se puede detectar facilmente como punta de
prueba para Shigella. Para identificar Shigella y EIEC, el analisis de PCR es mas
sensible que pruebas biogquimicas estandares y el andlisis de macrocolonias de
hibridacion, respectivamente. Estos resultados demuestran una metodologia nueva para
la diagnostico rapido, sensible, y de cultivo independiente de diarrea causada por este

patégeno y demuestra la utilidad del PCR en el laboratorio de diagndstico. %
1) Puntos a considerar en el uso de PCR para Shigella

El PCR es una herramienta til para el diagnostico de infecciones causadas por EIEC y
Shigella, porque estas son infecciones invasivas que requieren tratamiento con
antibioticos. EI PCR es util para investigaciones epidemioldgicas, para encontrar la
fuente del brote, identificar factores de riesgo y disefiar medidas de prevencion.

El PCR es también una herramienta de ayuda para la identificacion de varias E.coli
diarreogenicas en alimentos y aguas, para la identificacion de hallazgos
epidemioldgicos.

Cuando se usa PCR para el analisis de muestras humanas, es importante reconocer las
ventajas ofrecidas por la combinacion de las técnicas microbiologicas y las moleculares
basadas en ADN. Primero se cultiva la muestra en placas selectivas y luego se usa el
PCR para la identificacion de las colonias resultantes, en lugar de amplificar
directamente las muestras de heces, y determinar la carga bacteriana. Esto es
importante, porque el nimero de bacterias diarreogénicas presentes en las heces,
correlacionan con manifestaciones clinicas de la enfermedad y las distingue de los casos
no sintomaticos de los sintomaticos. En otros términos, una muestra de heces puede ser
positiva para varias bacterias diarreogenicas, pero el elevado nimero de un patdgeno
particular puede indicar como predominante causa de la enfermedad. Esta valorable
informacidn no se puede evaluar cuando se usa PCR directamente de heces porque este

no es un método cuantitativo. "
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D. EPIDEMIOLOGIA DE LAS ENFERMEDADES DIARREIACAS AGUDAS

A lo largo de la historia, la diarrea aguda ha sido una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en la infancia. Se estima que, a escala mundial, cada uno de los
140 millones de nifios nacidos anualmente experimenta una media de 7 a 30 episodios
de diarrea en los primeros 5 afios de vida, y 11.000 nifios fallecen diariamente por este
motivo. Esta mortalidad es casi totalmente a expensas de paises en desarrollo. En los
paises industrializados, a pesar de unas condiciones sanitarias infinitamente mejores, la
gastroenteritis aguda sigue siendo una de las primeras causas de morbilidad infantil y de

demanda de atencién sanitaria.

Los patdgenos de mayor importancia relativa de acuerdo con los hallazgos de
laboratorio se encuentran: Salmonella, Shigella, Campylobacter, Escherichia coli
enteropatogeno, E. coli O157: H7, y rotavirus.

La diarrea infecciosa aguda es muy frecuente, especialmente en nifios, y su control
requiere un buen conocimiento de las causas. Son muy pocos los estudios etioldgicos

extensos realizados en paises desarrollados.

Las diarreas causadas por bacterias son las que, potencialmente, suponen un mayor
riesgo vital para el paciente (al menos entre los adultos) pero en los paises desarrollados
es muy dificil determinar las tasas de morbilidad y mortalidad de las toxiinfecciones
alimentarias producidas por bacterias. Existen multiples tipos de patdgenos entéricos
bacterianos, aunque para el estudio de las diarreas bacterianas es mas util la distincion en
dos grandes grupos: las causadas por microorganismos invasivos y las producidas por

agentes no invasivos.

La gastroenteritis viral aguda es mas frecuente y mas peligrosa en nifios pequefios que
en adultos. Los virus asociados con gastroenteritis representan un gran numero de
grupos taxonémicos, aunque la mayor parte de los casos en todo el mundo estan
producidas por Rotavirus, virus de Norwalk y pequefios virus redondos afines. Los
rotavirus constituyen la causa mas frecuente de gastroenteritis aguda en la infancia,

especialmente en los dos primeros afios de vida, y suelen presentarse en invierno,
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aunque en regiones tropicales la infeccion tiende a aparecer durante todo el afio. Aunque
se trata, generalmente, de una enfermedad no peligrosa y autolimitada, los rotavirus son
responsables de gran parte de los cuadros de diarrea grave con deshidrataciéon en
lactantes y nifios menores de tres afios, tanto en paises desarrollados como en los

subdesarrollados, que precisan ingreso hospitalario o rehidratacion intensiva.
E. EPIDEMIOLOGIA DE LAS ENFERMEDADES DIARREICAS EN BOLIVIA

Las enfermedades diarreicas agudas (EDAS) constituyen la primera causa de muerte en
la infancia. Alrededor de 13.000 muertes en menores de cinco afios se producen cada

afio debido a dichas enfermedades.

Los datos del SNIS, muestran un aumento en la captacion de episodios de diarrea en
nifilos menores de cinco afos, esto debido a las acciones de salud efectuadas para encarar
este problema en los dltimos afios. En efecto, durante el periodo 1993 - 1995, el nimero
de episodios de diarrea atendidos en los servicios de salud aumentaron de 157.075 en
1993 a 217.442 en 1995. En términos relativos la tasa de episodios paso de 183 a 237

por mil, respectivamente.

De acuerdo con los datos de la ENDSA 94, el 29,9 por ciento de los nifios menores de
36 meses tuvo algun episodio de diarrea durante las dos semanas anteriores a la
encuesta. En el area urbana este porcentaje alcanz6 a 30,9 % y en el area rural a 28,7 %.
Estos datos reflejan no s6lo la captacion de nifios con episodios de diarrea en los
servicios de salud, sino también los episodios de diarrea en menores de tres afios que
solamente recibieron tratamiento y/o medidas preventivas intradomiciliarias 0 no

recibieron tratamiento alguno. “¥

En las tablas que se muestran a continuacion se resumen el nimero de casos reportados

de enfermedades diarreicas agudas en nifios menores de cinco afios, durante los afios

2002 a 2004, en todo el pais segtin informe de SNS-Bolivia. ¥
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TABLA N°5. CASOS SOSPECHOSOS REPORTADOS. BOLIVIA AMBITO =
[URBANO/RURAL SALUD CLASIFICACION = [ENFERMEDAD DIARREICA] ANO =

[2002] ¥

Depto. 'Menoral' | '1-4' Total
BENI 8979 16158 25137
CHUQUISACA 25610 54724 80334
COCHABAMBA 27914 42932 70846
LA PAZ 25889 50725 76614
ORURO 8681 15490 24171
PANDO 1699 4144 5843
POTOSI 23682 64118 87800
SANTA CRUZ 38664 53048 91712
TARIJA 9042 15616 24658
TOTAL 170160 316955 | 487115

TABLA N°6. CASOS SOSPECHOSOS REPORTADOS. BOLIVIA AMBITO =
[URBANO/RURAL] SALUD CLASIFICACION = [ENFERMEDAD DIARREICA] ANO

= [2003] "
ARo 'Menor a1’ '1-4' Total
2003 187970 367020 | 588681
TOTAL 187970 367020 | 588681

TABLA N° 7. CASOS SOSPECHOSOS REPORTADOS. BOLIVIA. AMBITO =
URBANO/RURAL. CLASIFICACION = [ENFERMEDAD DIARREICA AGUDA] ANO

= [2004] “7
ANo '‘Menor a1 '1-4' Total
2004 202139 386542 | 554990

TOTAL 202139 386542 | 554990
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FIGURA N° 9. Casos sospechosos reportados en Bolivia de Infecciones Diarreicas Agudas
(46)

anos 2002-2004 en niflos Menores de 5 afios
A continuacion se muestran la figura con el resumen del nimero de casos reportados de
enfermedades diarreicas agudas en nifios menores de cinco afios, durante los afios 2002 a
2004, en la ciudad de El Alto segun informe de SNIS-Bolivia. (40)
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FIGURA N° 10. Casos sospechosos reportados en la ciudad de EL Alto de Infecciones

Diarreicas Agudas afios 2002-2004 en nifios Menores de 5 afios (46)
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A continuacion se muestran la figura con el resumen del nimero de casos reportados de
enfermedades diarreicas agudas en nifios menores de cinco afios, durante los afios 2002 a
2004, en el Hospital Municipal Boliviano Holandés de la ciudad de El Alto segin

informe de SNIS-Bolivia. “”

Frecuencia

2002 2003 2004

FIGURA N° 11. Casos sospechosos reportados en el Hospital Municipal Boliviano

Holandés de la ciudad de EL Alto de Infecciones Diarreicas Agudas afios 2002-2004 en

nifios Menores de 5 afios “®

1. Epidemiologia de la Salmonelosis.

La Salmonella sp se distribuye de forma universal tanto en animales (domésticos y
salvajes) como en el hombre. Los animales productores de carne y las aves son, en
general, los que se encuentran comprometidos con mayor frecuencia. De todos el pollo y
sus derivados pueden ser los mas implicados, ya que practicamente todas las salmonelas

gue se conocen son patdgenas para él.

El 85% de las infecciones originadas por Salmonella sp. se asocian a bebidas, o
alimentos contaminados como vehiculo de infeccién. La manipulacion de alimentos;
sobre todo por portadores asintomaticos, origina a menudo brotes epidémicos; por via de
transmision feco-oral. Sélo el 10% aproximadamente, se transmite de persona a persona
o mediante fomites, siendo esta la via de transmision més frecuente de la infeccion en el

medio hospitalario. Es importante la coccion de los alimentos méas frecuentemente
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implicados, como son los huevos y los pollos, para disminuir la posibilidad de infeccion.
En verano, por aumento de la ingesta de alimentos crudos o poco cocinados, asi como
por consumir mas alimentos elaborados con huevo (helados, mayonesas), existe un
incremento de estas infecciones. Muchas clases de animales domésticos, como pollitos,
patitos y tortugas, también pueden albergar a los microorganismos, sirviendo de fuente

de infeccién del ser humano.

Otro factor importante para la contaminacion del alimento es la exposicion a cierto tipo
de vectores como la mosca domestica. Lo cual fue comprobado por Olsen en un estudio
en el cual analizé especies de moscas domesticas recolectadas en granjas de gallinas de
postura que habian sido relacionadas con brotes de S. enteritidis en la ciudad de
Washington.Olsen recolectd las moscas en caldos nutritivos, y encontrd en un muestreo
de 15 caldos de moscas domesticas, 2 caldos positivos a Salmonella enteritidis y otros
tres caldos positivos a los serotipos Infantis y Heidelberg.

Por otra parte, se produce también contaminacion fecal-oral de persona a persona y han
ocurrido brotes de salmonelosis en centros de salud por la falta de atencién al lavado de
las manos. En contraste con el alto riesgo de Salmonella no tifoidea por los trabajadores
de asistencia de salud y las personas que manipulan alimentos, la transmision de
neonatos y lactantes a través de madres y otros miembros de la familia.

La contaminacion de los alimentos es en general paucimicrobiana y crea un riesgo
potencial. Los errores cometidos en la cadena alimentaria y sobre todo en el momento de
la preparacion de las comidas, transforman el riesgo potencial en una verdadera
multiplicacién bacteriana.

Un problema importante, es la seleccién de cepas de salmonellas resistentes a los
antibioticos por el empleo no controlado de farmacos no sélo en humanos, sino en la cria

de ganado.

2. Epidemiologia de la Shigelosis

El intestino del ser humano infectado es el Unico reservorio conocido. La transmision de
Shigella ocurre fundamentalmente de persona a persona, hecho facilitado por su bajo
indculo infectante, de hecho la dosis infectante puede ser tan baja como 100 o 200
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bacterias en la mayoria de las especies e incluso menos para el caso de S. dysernteriae.
Es por lo tanto facilmente transmisible a través de las manos, agua, alimentos o fomites
contaminados con una fuente comdn y puede sobrevivir hasta 30 dias en alimentos (5)
También se ha podido evidenciar que la mosca doméstica puede actuar como vector de
éste germen.

Como ya se sefiald, es una enfermedad que afecta mayormente a nifios, en los cuales el
contagio por via fecal-oral se ve facilitado, en especial en guarderias al igual que entre
poblaciones de asilos para enfermos mentales. Otro mecanismo descrito es consecuencia
de la transmision sexual entre hombres homosexuales.

Respecto a la transmision a través de alimentos, existen reportes que vinculan esta
enfermedad a una gran diversidad de ellos (leche, frutas y verduras crudas alimentos
preparados y luego manipulados por personas infectadas) asi como al consumo de aguas
contaminadas, y a la exposicion a aguas recreativas (piscinas, parques acuaticos fuentes,
etc.) En nuestro pais se registran tres brotes de enfermedad trasmitida por alimentos
ocasionados por Shigella entre 1993 y el 2001.

Existen mas datos de aislamientos de éste germen en diarrea infantil, donde se
demuestra la participacion no desdefiable de este agente en ese grupo etareo. En casi
todos ellos Shigella es un agente frecuente entre los agentes bacterianos. Por otra parte,
es sin dudas el agente que se asocia con mayor frecuencia a diarrea con sangre y al
menos en un caso se lo ha aislado vinculado a Sindrome hemolitico urémico.

La enfermedad en adultos es menos habitual y se considera que personas en contacto
con nifilos (madres, educadores preescolares, etc.) constituirian un grupo de mayor
riesgo.

El periodo de incubacion varia de 1 a 7 dias pero tipicamente es de 2 a 4 dias. Predomina
en los meses de verano y la transmision intrafamiliar ocurre frecuentemente.

La infeccion intrahospitalaria por este agente es rara, dado que habitualmente se aislan
los pacientes.

La posibilidad de infeccidn existe mientras el microorganismo se excrete por las heces.
Aun sin tratamiento la portacion en el periodo de convalecencia no supera 4 semanas, la

portacion cronica mas alla de un afio es excepcional.
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Respecto a las diferentes especies, en paises en vias de desarrollo S.flexneri es la que
mas frecuente sequida de S.dysenteriae, que puede incluso causar brotes en regiones
como Africa o la India. En paises desarrollados predomina claramente S.sonnei seguida
de S.flexneri. En tanto en Estados Unidos y otros paises desarrollados S.sonnei es la
especie mas frecuente, excepto en diarrea del viajero.

El cuadro 2 muestra lo participacion de las diversas especies en nuestro medio.

Los datos provienen de la revision de un total de 214 cepas, aisladas de coprocultivos de
nifios, realizados ya sea con fines diagndsticos en el Centro Hospitalario Pereira Rossell
como en el marco de diversos estudios en el Departamento de Bacteriologia y Virologia
(diarrea aguda en pacientes hospitalizados y de la comunidad, diarrea persistente en
nifios hospitalizados) y de cepas remitidas por otros centros pablicos y privados entre
1990 y el afio 2000 (datos del autor, no publicados).

La especie mas frecuentemente aislada es S.flexneri seguida de S.sonnei como ocurre en

otros paises de América Latina. Més raramente se aisla S.dysenteriae y S.boydi. “?

F. INTERPRETACION Y USO DE LA ANTROPOMETRIA

La antropometria se puede utilizar para aproximarse al conocimiento del estatus
nutricional a nivel individual y poblacional. Idealmente se deberia medir el peso y la
altura de varios individuos varias veces en el tiempo, de forma que se pueda comprobar
la velocidad de crecimiento. Un descenso individual en un indice antropométrico, podria
indicar una diferencia nutricional o enfermedad, que podria llevar a problemas de salud
serios. En algunas situaciones puede ser util hacer una sola serie de medidas para
identificar individuos o poblaciones anormales y para priorizar el tratamiento.

A nivel poblacional, los datos mayoritariamente disponibles, son de investigaciones
transversales, en la que se pueda apreciar una prevalencia antropométrica baja,
determinado la proporcion de la poblacién que esta por debajo del punto de corte.
Ademas, la media o mediana del valor antropométrico de una poblacién se puede
comparar con el valor de referencia para ver el status nutricional de la poblacion de
estudio en relacion al de referencia.

Los indices antropométricos preferidos para determinar el status nutricional son el peso

por la altura (WH) y la altura por la edad (HA), que discriminan entre diferentes
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procesos fisioldgicos y bioldgicos. Un WH bajo se considera indicador de desgaste
(adelgazamiento) y estd asociado frecuentemente con condiciones econdémicas pobres
y/o exposicion repetida a condiciones adversas.

El tercer indice peso por altura (WA), esta determinado primariamente compuesto por
los otros dos, y no discrimina entre nifios delgados de nifios bajos bien proporcionados.
El punto de corte se puede expresar en percentiles, puntuaciones z y porcentajes de
mediana. Los puntos de Z también se expresan como unidades de desviacion estandar y
se usan frecuentemente. La puntuacion z para la referencia poblacional, tiene una
distribucion normal de media O y desviacion estandar de 1. Por ejemplo, si una
poblacion de estudio tiene una media de WHZ de 0, podria significar que tiene la misma
mediana que la poblacién de referencia. El punto de corte recomendado por OMS, CDC
y otros para clasificar bajos niveles antropométricos es menos de 2DE (desviaciones
estandar) de la mediana de referencia de los tres indices. La poblacién que esta por
debajo de z=2 se compara con la poblacion de referencia en la que se encuentra un 2.3%
por debajo de este punto de corte.

El rango de percentiles va de 0 a 100, con el percentil 50 representando la median de
poblacion. El punto de corte para resultados antropométricos bajos es, generalmente, por
debajo del 5° 0 3° percentil. En la poblacion de referencia, el 5% de la poblacion esta por
debajo del 5° percentil, esto se puede comparar con la poblacién que esta por debajo del
punto de corte en la poblacién de estudio.

El célculo de porcentaje de mediana no tiene en cuenta la distribucién de la poblacion
alrededor de la mediana, asi la interpretacion de la mediana no es consistente para la
edad por altura ni otros indices.

Las puntuaciones Z y los percentiles estan directamente relacionados. Ambos son
fiables para peso y altura y sus interpretaciones son consistentes. Z es Gtil porque no
tiene propiedad estadistica de estar distribuida normalmente, esto permite calcular una
media y una desviacion estandar significativos para la poblacion. Ademas, Z tiene una
mayor capacidad de determinar la proporcion de la poblacion con valores
antropométricos bajos que los percentiles. Los percentiles son Utiles porque son faciles

de interpretar, aunque no suelen estar distribuidos normalmente.
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1. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

1. Determinar las caracteristicas epidemioldgicas de infecciones diarreicas agudas
causadas por: Salmonella spp. y Shigella spp. en nifios de 6 meses a 5 afios de
edad que asistieron al Hospital Municipal Boliviano Holandeés de la ciudad de El

Alto en los meses de Agosto a Noviembre de 2004.
B. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Implementar la técnica Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), en el
diagnostico directo de pacientes con diarrea aguda causada por Salmonella spp. y
Shigella spp.

2. ldentificar Salmonella spp. y Shigella spp. por medio de la técnica molecular PCR
y correlacionar con el coprocultivo, a partir de muestras fecales de nifios con

diarrea aguda.

3. Evaluar la sensibilidad y especificidad de la técnica PCR para la deteccion de

Salmonella spp. y Shigella spp. en muestras fecales.

4.  Determinar las caracteristicas epidemioldgicas en la transmision de Salmonella

spp. y Shigella spp. causantes de diarrea aguda.

5. Determinar el estado nutricional, caracteristicas clinicas existentes en la historia

clinica de pacientes con diarrea aguda causada por Salmonella spp. y Shigella spp.

6. Determinar las caracteristicas clinicas, nutricionales, higiénicas, alimentarias y

medioambientales de pacientes con enfermedad diarreica aguda.
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IV. DISENO METODOLOGICO

A. MODELO TEORICO

DISENO DE UNA ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA Y
UNA BASE DE DATOS EN EL PROGRAMA EPI-INFO

OPTIMIZACION DE LA TECNICA PCR EN EL
DIAGNOSTICO DIRECTO DE Salmonella spp. Y
Shigella spp. EN HECES FECALES

RECOLECCION DE
MUESTRAS DE HECES

FECALES
IDENTIFICACION IDENTIFICACION
MOLECULAR POR
POR PCR COPROCULTIVO

EVALUACION DE LA
SENSIBILIDAD Y
ESPECIFICIDAD DE LAS
TECNICAS

REALIZACION DE LA
ENCUESTA
EPIDEMIOLOGICA

REVISION DE DATOS
CLINICOS DE LOS
PACIENTES

ANALISIS DE LOS
RESULTADOS
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B. POBLACION

La poblacion estuvo conformada por 103 muestras de heces fecales de nifios de 6 meses
a 5 afios de edad con diarrea aguda causada por Salmonella spp. o Shigella spp. como
diagnostico clinico y con heces con sangre 0 moco, que fueron atendidos en el Hospital
Municipal Boliviano Holandés de la ciudad de El Alto, durante los meses de agosto a
noviembre de 2004. Las muestras fueron recolectadas en frascos de boca ancha
y procesadas en los laboratorios del Instituto SELADIS.

Para determinar el tamafio de la muestra no se empleo metodos estadisticos, solo se
incluyeron en el estudio a las muestras con las caracteristicas mencionadas, que se

presentaron en el periodo de estudio, que fue 4 meses.
C. RECOLECCION Y TRANSPORTE DE MUESTRAS

Las muestras fueron tomadas en recipientes de boca ancha Yy cubiertas con una tapa
hermética. La cantidad vario segln la consistencia de las muestras, generalmente

liquidas y semiliquidas en un volumen de 5 mL.

De este volumen se vaciaron de 500 a 1000 uL de heces en tubos eppendorf, para la
extraccion de ADN. Con el uso de un hisopo estéril se realizo la siembra en el medio de

transporte Stuart, para el aislamiento bacteriologico (coprocultivo).

Estas muestras se transportaron refrigeradas en un envase de conservacién entre 4 y 8

°C, hasta su procesamiento en el Instituto SELADIS.
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D. METODOS, TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

Para el presente estudio, se realiz6 en principio la optimizacion de protocolos PCR, para
el diagnostico de Shigella spp. y Salmonella spp. para lo cual se emplearon extractos de
ADN de cultivos de cepas ATCC.

Luego se realizd la optimizacion de la extraccion de ADN de Salmonella y Shigella de
muestras fecales, en la cual también se emplearon cepas ATCC.

1. Obtencion de cepas de Referencia

Se obtuvieron cepas de referencia del Instituto Nacional de Laboratorios en Salud
(INLASA). Las cepas obtenidas pertenecieron tanto para el género Salmonella como
para Shigella, ademés de cepas de otras enterobacterias para la determinacion de
especificidad de la técnica PCR. Estas cepas se conservaron en el medio de conservacion
Agar Soft. Luego se procedio al sembrado de estas cepas en medios de cultivo
diferenciales. De las colonias desarrolladas se realizo el aislamiento de ADN, los cuales

sirvieron como controles positivos y negativos en la realizacion de la técnica PCR.
2. Optimizacion de las técnicas PCR para la deteccion de Salmonella y Shigella

Para la identificacion de Shigella spp. se utilizo un protocolo PCR simple, la cual fue
descrita en trabajos anteriores. ®

Para la identificacion Salmonella spp. se optimiz6 en este trabajo un protocolo Nested-
PCR de un tubo, el que implica un solo paso con cuatro primers, a diferencia del Nested-
PCR normal de dos pasos, que necesita dos ciclos diferentes, cada ciclo con el uso de un
par de primers, por lo que demora mas tiempo, ademas de usar el doble de los reactivos
por la preparacion de dos Mix-PCR. ¥

a. Optimizacion de un protocolo Nested-PCR de un tubo para la identificacion de

Salmonella

Para la optimizacién de un protocolo Nested-PCR de un tubo, se siguid los pasos

realizados anteriormente para el diagnostico de Mycobacterium tuberculosis y el Virus

de Inmunodeficiencia Humana (VIH). 842
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Para esta optimizacion se probaron diferentes concentraciones de los componentes del
Mix, asi como diferentes tiempos de amplificacion PCR.

También se probaron diferentes temperaturas de hibridacion para cada par de primers, de
acuerdo a su contenido en G-C, las cuales son el punto mas importante en la

optimizacion del protocolo Nested-PCR de un tubo.
1) Preparacion Master Mix para la amplificacion Nested-PCR de un tubo

Para determinar las concentraciones optimas del protocolo Nested-PCR de un tubo se
tomo en cuenta los parametros usados en el Nested-PCR normal, el cual se lo realiza en
dos pasos o0 rounds, de la siguiente manera: El mix para cada paso fue el mismo, con la
diferencia de utilizar los primers externos en el primer paso y en el segundo los dos
primers internos, en un volumen final de reaccion de 12,5 pL, como sigue: primers BR-
Sal A, BR-Sal B para el primer paso y BR-Sal 1A , BR-Sal IB para el segundo paso, en
concentraciones de 0.4 uM; cada dNTP en una concentracion de 5 mM; buffer Mg PCR
1X; 2,5 mM de MgCl,; 0,025 U de Taq polimerasa; y 1,25 uL de ADN del templado
(ADN extraido). “?

Entonces sobre lo descrito anteriormente se realizo los calculos de los reactivos del Mix-
Nested-PCR de un tubo para un volumen final por tubo de 12,5 uL. El volumen de cada
componente del Mix, se calculd en relacion a los volimenes empleados en el Mix-PCR
de M. tuberculosis ™ ®9 ademas de tomar en cuenta el tiempo de amplificacién que se
va a utilizar, asi como el tamafio del fragmento a amplificar.

Se prepard un Mix, utilizando los dos pares de primers, para una sola ronda de ciclos en
el termociclador. Ademas de haberse afiadido un coadyuvante como lo es el DMSO.

Las concentraciones finales usadas para la preparacion del Mix fueron: primers BR-Sal
A, BR-Sal B en concentracion 0,04 uM y BR-Sal 1A, BR-Sal IB en concentracion de
0,4 uM; cada dNTP en una concentracion de 5 mM; buffer Mg de PCR 1X; 1,5 mM de
MgCly; 0,05 U de Taqg polimerasa; DMSO 5% y 1,25 uL de ADN del templado (ADN

extraido). ®
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2) Programa de Amplificacion Nested-PCR de un tubo para Salmonella

Se realizo el programa de amplificacion sobre la base de lo establecido para el Nested-
PCR normal el cual tiene los siguientes ciclos de amplificacion:

Primer Paso: 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de: 94°C por 2 minutos, 57°C por 20
segundos, y 72°C por 1 minuto; y una extension final a 72°C por 7 minutos.

Segundo Paso: 95°C por 5 minutos; 20 ciclos de: 94°C por 30 segundos, 54°C por 1
minuto, y 72°C por 1 minuto; y una extension final a 72°C por 5 minutos. “?

Para la programacion de los ciclos del protocolo Nested-PCR de un tubo, se tomo en
cuenta el contenido de G-C en los dos pares de primers. La temperatura de hibridacion
de los primers externos BR-Sal A y BR-Sal B que es 58 °C y el de los primers internos
es de 53 °C. Por lo que se probaron dos temperaturas de hibridacion diferentes y se
programé en los Termocicladores (Perkin-Elmer y MJ Research) ciclos de amplificacién
Nested-PCR con los tiempos y temperaturas como se describe a continuacion:

a) Desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos; 30 ciclos de: 94°C por 2 minutos,
58°C por 20 segundos y 72°C por 1 minuto; 20 ciclos de: 94°C por 30 segundos, 53°C

por 1 minuto y 72°C por 1 minuto y una extension final a 72°C por 10 minutos.

b) Desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos; 30 ciclos de: 94°C por 2 minutos,
60°C por 20 segundos y 72°C por 1 minuto; 20 ciclos de: 94°C por 30 segundos, 50°C

por 1 minuto y 72°C por 1 minuto y una extension final a 72°C por 10 minutos.

Posteriormente se realizd la corrida electroforética del producto PCR en un gel de

agarosa al 1,5% con TBE 1X, para observar las bandas de ADN con Bromuro de Etidio

3. Optimizacién de Técnicas de Extraccién de ADN de Salmonella y Shigella de
Muestras Fecales.

Para el uso de la técnica PCR en el diagnostico directo de Salmonella y Shigella,
primero se optimizo las técnicas de extraccion de ADN de muestras fecales, que son las

muestras mas complejas para la utilizacion en PCR, por su dificil purificacion.
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Para esta optimizacion se utilizaron controles positivos de por lo menos dos cepas
ATCC de Salmonella y Shigella, controles negativos cepas ATCC de otros patdgenos
entéricos (E. coli), asi también se usaron controles inhibidores, los que nos permiten
evidenciar la presencia de sustancias 0 componentes inhibidores del PCR presentes en
los extractos de muestras fecales. Estos controles contienen ADN del microorganismo

que se quiere identificar y el ADN extraido de las muestras.
a. Técnicas de Aislamiento de Acidos Nucleicos (Cuarto Azul)

Primero se realizo la extraccion de ADN de cepas ATCC de Salmonella y Shigella de
cultivos puros en agar S.S. para utilizarlos luego como controles en las pruebas PCR.
Para el aislamiento de ADN de heces fecales, se evaluaron tres metodos de extraccion de

acidos nucleicos, los que se detallan mas adelante.
1) Extraccién de ADN a partir de Cultivos Puros de Cepas ATCC
a) Extraccion de ADN de Salmonella

e En tubos eppendorf de 1.5 mL bien identificados se colocaron 300 ul de PBS
(Tampén fosfato salino).

e Usando un mondadientes estéril o un asa de platino, se transfirio las colonias
bacterianas de las cepas, Salmonella typhi ATCC 10749, Salmonella typhimurium
ATCC 13311, en fase estacionaria de crecimiento.

e Se homogeniz6 en un vortex y se centrifugd por 2 minutos a 12000 rpm en una
microcentrifuga Eppendorf 5415C.

e Se desecho el sobrenadante y se resuspendid el precipitado en 300uL de PBS.

e Se repitio el paso anterior, se desecho el sobrenadante y se resuspendié en 300 uL de
agua estéril.

e Se incubd a 100 °C en bafio maria por diez minutos, pasado este tiempo se dejo6
enfriar a temperatura ambiente y se mezclé el lisado, luego se centrifugé a 10.000
rpm por 2 minutos a temperatura ambiente.

e Por ultimo se transfirio el sobrenadante a -20 °C en un eppendorf nuevo y se guardd

este hasta su uso en la técnica PCR. ©
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b) Extraccion de ADN Shigella

e Se coloco 300 uL de PBS en tubos ependorf de 1.5 mL.

e Usando un mondadientes estéril, se transfirieron algunas colonias de Shigella sonnei
ATCC 25931, Shigella flexnery ATCC 12022 al tubo eppendorf.

e Se homogenizo y centrifugd por 2 minutos a 5000 rpm.

e Seretiro el sobrenadante y se resuspendié el precipitado en 300uL de PBS.

e Se repitid el paso anterior y se desecho el sobrenadante, este se resuspendié en 300
uL de agua estéril.

e Seincubd a 100 °C en barfio de aceite por diez minutos, pasado este tiempo se enfrio
a temperatura ambiente y se mezcl6 el lisado, luego se centrifugé a 10000 por 2
minutos a temperatura ambiente.

e Por ultimo se transfirio el sobrenadante a un eppendorf nuevo y se guardo a -20 °C

hasta la aplicacion en el PCR. ®
¢) Prueba para verificar el Aislamiento de ADN

Para verificar el aislamiento de ADN de colonias puras, se realizd una corrida
electroforética en gel de agarosa al 1%, del producto obtenido de la extraccion, para
luego ser revelado con bromuro de etidio y su posterior la observacién de bandas de
ADN, con un Transiluminador, que utiliza luz U.V.

Ademas se realizo la amplificacion por PCR del ADN extraido. Las pruebas PCR

utilizadas fueron optimizadas a condiciones del laboratorio.
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2) Extraccion de ADN de Salmonella y Shigella a partir de Muestras Fecales

Para la optimizacion de las técnicas de extraccion de acidos nucleicos a partir de

muestras fecales se utilizaron muestras de heces liquidas negativos para cultivo de

Shigella y Salmonella, las cuales fueron contaminadas con cepas ATCC de la siguiente

manera:

A partir de cada una de las cepas ATCC se realiz6 una siembra en medio de cultivo
selectivo para Salmonella y Shigella como el agar S.S. y se incub6 a 37 ° C por 24 h.
De una de las colonias caracteristicas de cada cepa se realiz6 pruebas bioquimicas
(TSI, LIA, SIM, Urea y Citrato) para identificar las caracteristicas de las cepas, las
cuales se incubaron por 24 horas a 37 ° C.

Después de caracterizadas las cepas, se tomo una asada de la misma colonia a la que
se le realizaron las pruebas bioquimicas, y se la sembré en el caldo de cultivo de
enriquecimiento BHI (Brain Hart Infusion), y se incubo por 24 horas a 37 ° C.

Del caldo con el desarrollo bacteriano, se tom6 un volumen de 500 uL y se
mezclaron con 100 uL de heces, con vortex. Las heces contaminadas se
centrifugaron a 12.000 rpm por 5 minutos, y el sobrenadante fue retirado. Entonces
se procedid a extraer el ADN de las muestras por los tres métodos a ser evaluados
los cuales son detallados méas adelante.

Luego de extraido el ADN, se realiz6 la amplificacion por la técnica PCR, con el
protocolo que se detalla mas adelante y para verificar la amplificacion se realizé la
electroforesis en gel de agarosa 1.5 % y se observo en un transiluminador U.V. para

determinar la presencia de ADN para cada una de las cepas. *”

Para la optimizacion de la extraccion de &cidos nucleicos a partir de muestras fecales, se

utilizaron tres métodos diferentes, los cuales utilizan diferentes detergentes para la lisis

quimica de la membrana bacteriana, asi como diferentes métodos de purificacion y

concentracion de acidos nucleicos.
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a) Primer Método Extraccién de ADN de Muestras Fecales

A las muestras contaminadas en la fase anterior se afiadié 0.9 mL de PBS en un tubo
eppendorf y se mezclaron en un vortex.

Se mezcld bien y este tubo fue centrifugado a 2.000 rpm (microcentrifuga de
Eppendorf 5415C) por 2 minutos para eliminar los restos alimenticios.

El sobrenadante se transfirié a un tubo eppendorf nuevo y este tubo fue centrifugado
a12.000 rpm por 5 minutos.

El pellet se lavo dos veces con 1.0 mL de PBS 'y se resuspendi6 de nuevo en 0.5 mL
de aguay 0.01 mL de dodecyl sulfato de sodio 10% (SDS).

Esta suspension celular fue pasada a bafio maria a 100° C por 10 minutos, al cabo de
este tiempo se dejo enfriar a temperatura ambiente.

Luego se lavo dos veces con fenol-cloroformo volumen -volumen.

La capa acuosa superior se recuperd en otro tubo eppendorf y el ADN se precipitd
con isopropanol y se resuspendié de nuevo en 30 uL de agua libre de nucleasas, y

este se guardd a — 20 °C hasta su uso como plantilla en la técnica PCR. "

b) Segundo Método Extraccién de ADN de Muestras Fecales

A las muestras contaminadas en la fase anterior se afiadid6 500 uL de PBS, en un
tubo eppendorf.

Se homogenizd con vortex y este tubo fue centrifugado a 8500 rpm por 5 min.

El pellet resultante fue resuspendido en Buffer de Lisis Triton X-100.

Entonces esta mezcla se llevo a bafio maria a 100 °© C por 10 minutos y luego se dejo

enfriar a temperatura ambiente.
Luego se centrifugo a 9500 rpm por 1 minuto.
Se tomo una alicuota de 50 uL del sobrenadante y se paso a otro tubo eppendorf y

se guardd a -20 °C hasta su aplicacién como plantilla para PCR. ¢”
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c) Tercer Método Extraccion de ADN de Muestras Fecales

e A las muestras contaminadas en la fase anterior se afiadié 500 uL de PBS en un tubo
eppendorf.

e Se mezclé homogéneamente y este tubo fue centrifugado a 9000 rpm por 5 min.

e Posteriormente se elimino el sobrenadante y se afiadié 200 uL del buffer de lisis.

e Luego se llevo al bafio maria a 100 °© C por 10 minutos, al cabo de este tiempo se
saco el tubo y se dejo enfriar a temperatura ambiente.

e Se centrifug6 a 12000 rpm por 5 minutos, para eliminar los restos.

e El sobrenanadante se transfirié a otro tubo eppendorf nuevo.

e Posteriormente se afiadio un volumen igual de solucién fenol-cloroformo, se mezclo
y fue centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos,

e Luego se extrajo el sobrenadante y se afiadié dos volimenes de etanol absoluto, las
muestras asi tratadas se dejaron a -20 °C por una noche.

e Al cabo de este tiempo se centrifugd a 12000 rpm por 10 minutos, para luego
desechar el sobrenadante y se dejo evaporar el etanol a meido ambiente por 2 horas,
para luego resuspender el pellet en agua libre de nucleasas y conservarlo a — 20°C

para su uso posterior en la técnica PCR ©

4. Evaluacion de los Métodos de Extraccion y Purificacion de ADN Fecal por la
técnica PCR

Para estimar la sensibilidad de cada método de extraccién de ADN fecal, se realiz6 un
experimento que utiliza muestras de heces liquidas que son cultivo negativos para
Shigella y Salmonella.

El experimento se realizo de la siguiente manera:

A partir de cada una de las cepas de ATCC se realiz6 una siembra en medio de cultivo

solido Agar S.S. y se incubd a 37 °C por 24 horas.

e De una de las colonias caracteristicas de cada cepa se realizd pruebas bioquimicas
(TSI, LIA, SIM, Urea y Citrato) par comprobar el genero de cada cepa, las cuales se

incubaron por 24 horas a 35 °C.
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e Después de caracterizadas las cepas, se tomd una asada de la misma colonia a la que
se le realizaron las pruebas bioquimicas, y se la sembré en el caldo de cultivo de
enriquecimiento BHI (Brain Hart Infusion), y se incubd por 24 horas a 37 °C.

e Del desarrollo en el caldo de cultivo, se realizaron diluciones de: 10, 107,103, 10,
10°,10®, 10" y 10°® en agua de peptona.

e De las diluciones realizadas se hizo la siembra en profundidad en el medio de cultivo
para recuento de colonias PCA, y se dejé incubando por 48 horas a 35 °C.

e De cada una de las diluciones se tomé un volumen de 500uL y se mezclaron con 100
uL de heces en vortex. Las heces mezcladas y contaminadas se centrifugaron a
12.000 rpm por 5 minutos, y el sobrenadante se desechd. Entonces se procedio a
extraer el ADN de las muestras por el método a ser evaluado.

e Luego de extraido el ADN, se realiz6 la amplificacién por PCR, con el protocolo que
se detalla més adelante y del amplificado se realiz6 la electroforesis en gel de
agarosa 1.5 % y se observd en un transiluminador, para determinar la presencia de
bandas de ADN para cada una de las cepas.

e A las 48 horas de sembrado en agar PCA, se realiz0 el recuento de colonias.

Para determinar la especificidad de los primers empleados en la técnica PCR para
Shigella spp. se utilizaron como controles negativos de amplificacion ADN de

Salmonella spp. y Escherichia coli O157:H7.

Para determinar la especificidad de los primers empleados en la técnica PCR para
Salmonella spp. se utilizaron como controles negativos de amplificacion ADN de
Shigella flexnery ATCC 2022 y Escherichia coli O157:H7.
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5. Identificacién Microbioldgica de Salmonella y Shigella por Coprocultivo

Para la investigacion selectiva de especies de Shigella se utiliz6 agar S.S. y McConkey.
Con el hisopo del medio de transporte se sembré en un extremo del Agar S.S. y
McConkey en cajas petri pequefias y con un asa de inoculacion de platino se realizo el
estriado para obtener colonias de bacterias bien aisladas. Se incubo de 35 °C a 37°C por
24 horas. Las colonias incoloras transparentes pertenecen a especies de Shigella. 212
Para especies de Salmonella se realizo un enriquecimiento previo en caldo tetrationato
por 24 horas a 37°C, luego se resembro en agar XLD y S.S. Posteriormente se procedié a

la identificacion por pruebas bioquimicas (TSI, LIA, SIM, Urea, Citrato).
a. Enriquecimiento

Para la deteccién de Salmonella de muestras de fecales, se utilizo 10 mL de caldo de
enriquecimiento Tetrationato, en el cual se inoculo un hisopo con heces fecales, y se

incubd a 37° C por 24 horas.
b. Siembraen medios selectivos
1) Salmonella

Para la investigacion selectiva de Salmonella se utilizo dos medios selectivos como lo
son el Agar S.S., el agar XLD.

Para la siembra se tomo con un hisopo la muestra del caldo de enriquecimiento y se
sembrd en un extremo de las cajas petri y con un asa de platino se realizé el estriado
para obtener colonias de bacterias bien aisladas.

Se incubd de 18 a 24 horas, a 35 ° C hasta 37°C.

Las colonias incoloras transparentes pertenecen a especies de Salmonella.
2) Shigella

Para la investigacion selectiva de Shigella se utilizaron los medios agar S.S. y el agar
McConkey.
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Con un hisopo se toma muestra del caldo de enriquecimiento y se siembra en un extremo
del Agar McConkey en cajas petri y con un asa de inoculacion de platino se realiz6 el
estriado para obtener colonias de bacterias bien aisladas. Se incubo6 de 18 a 24 horas, a
35 ° C hasta 37°C.

Las colonias incoloras transparentes pertenecen a especies de Shigella.
c. Pruebas bioquimicas

Para la identificacion definitiva de estos patdgenos entéricos se realizaron pruebas
bioguimicas, las cuales incluyen: Agar TSI, LIA, SIM, Citrato y caldo Urea.

Para esto las colonias sospechosas obtenidas de medios de cultivo selectivos, tras una
comprobacion de su pureza de cepa, se tomo una sola colonia y se sembré en cada uno
de los tubos con las pruebas bioquimicas en el orden: TSI, LIA, SIM, Urea y Citrato.
Luego se llevo a incubar a 37° C por el lapso de 18 a 24 horas.

Transcurrido este tiempo se observo las caracteristicas que diferencian a estos patégenos

en estos medios. "
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6. Identificacion Molecular por PCR

Para la identificacion molecular se utilizé los procedimientos optimizados anteriormente.
a. Amplificacion de Acidos Nucleicos por Reaccion en Cadena de la Polimerasa

1) Preparacion Master Mix (Cuarto Blanco)

e Esta fase se larealizé en el cuarto blanco para PCR.

e Para tal efecto se realizd los célculos de los reactivos del Mix-PCR para un volumen
final de 12,5 uL.

e En este cuarto se irradié con luz U.V. por 20 minutos todos los materiales a utilizar:
tips, gradillas, tubos, micropipetas, guantes, mangas, gorros y barbijos.

e Se identificaron los tubos PCR de 0,2 mL para alicuotar los volumenes del Mix.

e Se descongelaron los reactivos, después se afiadieron los componentes en el orden y
cantidades descritas en el protocolo de preparacion, y se mezclaron usando una
micropipeta ajustada a la mitad del volumen total del Mix.

e Se agrego la enzima Taq polimerasa y se mezcl6 bien por pipeteo suave.

e Todo este procedimiento se lo realizo estrictamente sobre hielo, hasta el momento de

colocar los tubos en el Termociclador. ®

a) Preparacion Master Mix para amplificacion Nested-PCR de un tubo de

Salmonella spp.

Para la amplificacion Nested-PCR de un tubo se realizd los célculos de los reactivos
para reacciones de 12,5 uL como se realizd en la optimizacion del Nested-PCR

anteriormente.
b) Preparacion Master Mix para Shigella spp.

La mezcla Mix se realizd en un volumen final de reaccion de 12,5 ul, como sigue:
primers Sh1y Sh2 en concentraciones de 0.4 uM; cada dNTP en una concentracion de 5
mM; buffer de PCR 1X; 1.5 mL de MgCly; 2.5 U de Taq polimerasa; y 1 ul de ADN del
templado (ADN extraido). ©
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2) Etapa de Amplificacion (Cuarto Gris)

En este cuarto se procede a colocar las muestras en los tubos PCR que contienen el Mix,
en el orden del méas negativo (control negativo) al mas positivo (control positivo), para
evitar cualquier susceptibilidad de contaminacion.

Se cierran fuertemente los tubos para luego introducirlos en el Termociclador Perkin
Elmer Gene Amp 9600.

Cuando se utilizo el termociclador MJ Research, se agrego ademas una gota de aceite
mineral, para evitar la evaporacion de la mezcla, ya que no tiene la capacidad de sellar la
tapa de los tubos PCR que tiene el Termociclador Perkin Elmer.

Se verifico que los ciclos termales sean los apropiados y se procedié a la amplificacion.
a) Programa de Amplificacion para Salmonella

De acuerdo a los resultados obtenidos en la optimizacion del protocolo Nested-PCR de
un tubo anteriormente realizado, se utilizaron los tiempos y temperaturas con los que

mejores resultados se obtuvieron (2° experimento).
b) Programa de Amplificacion para Shigella

Para la amplificacion PCR, se programaron en los Termocicladores (Perkin-Elmer y MJ
Research), los tiempos y temperaturas como sigue: 94°C por 5 minutos; 5 ciclos de:
94°C por 1 min, 45°C por 1 min, y 72°C por 1 min; y 25 ciclos de: 94°C por 1 min,
53°C por 1 min, y 72°C por 1 min; y una extension final a 72°C por 10 minutos. (16)

3) Electroforesis en Gel de Agarosa

e Para corrida electroforética de los amplicones de ADN de Salmonella spp. y Shigella
spp., se preparé un gel de agarosa al 1,5% con TBE 1X (Tampon de corrida, Tris
base, Acido Borico, EDTA y ddH,0), el cual se calenté en horno de microondas por
1 minuto o mas hasta disolver la agarosa. Se deja enfriar la solucion hasta 55°C
aproximadamente y se agrega Bromuro de Etidio (10mg/mL) a una dilucién 1/20000

para una concentracion final de 0.5 mg/dl.
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e Se prepar0 el tampon de corrida TBE 1X para llenar la camara electroforética,
ademas de un esquema mostrando el orden en el que las muestras seran sembradas
en el gel de agarosa.

e Luego se prepar0 las muestras en el orden predeterminado, sobre un pedazo de
parafilm sobrepuesto en una gradilla para tubos PCR, donde se colocaron 15 uL del
producto amplificado con mas o menos 5 uL del colorante Azul de Bromo Fenol.

e También se prepar0 el marcador de peso molecular para acidos nucleicos: 5 ul del
marcador més 2 uL del colorante.

e Se coloco el gel de agarosa en la camara electroforética con el extremo de los pozos
hacia el polo negativo de la camara, por la carga de los acidos nucleicos que es
nagativa (-) y se cubrié este con el buffer TBE 1X.

e Luego se procedié a sembrar todo el volumen de las muestras en cada uno de los
pozos del gel en el orden ya determinado, con el marcador de peso molecular al
principio o al final.

e Por ultimo se aplicd a la camara 100 voltios /cm y 350 mA por un tiempo de 25

minutos o hasta que el colorante haya migrado hasta casi tres cuartas partes del gel.
4) Lectura

Terminada la corrida electroforética se procedio a la observacion de las bandas de ADN,
en un Transiluminador, que utiliza luz U.V.
Por ultimo para el registro de los resultados se tomo una fotografia del gel con una

camara Polaroid 667 incorporada al Transiluminador.

7. Evaluacién y determinacion de la sensibilidad y especificidad del PCR en el
diagnostico de Salmonella spp. y Shigella spp.

Para la aplicacion de una nueva teécnica es necesario realizar la evaluacion de la
sensibilidad y especificidad en relacidon a las técnicas convencionales.

La sensibilidad y la especificidad de la técnica PCR para el diagnostico de Salmonella
spp. y Shigella spp. se determiné teniendo en cuenta el diagndstico previo realizado en

el laboratorio por aislamiento en cultivos bacterioldgicos (coprocultivo).
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La sensibilidad del ensayo PCR se calculo:

N° de muestras Positivas al ensayo PCR

G 0
Sensibilidad Total de Muestras Positivas a Coprocultivo x 100%

La especificidad se calculo:

N° de muestras Negativas al ensayo PCR

e 0
Especificidad Total de Muestras Negativas a Coprocultivo x 100%

8. Determinacion de los Factores de Riesgo en la Transmision de Salmonella spp. y

Shigella spp.

Para determinarr y correlacionar los factores de riesgo de transmision de las EDAs
causadas por Salmonella spp. y Shigella spp. se utilizé la encuesta epidemioldgica del
Anexo N° 1, la misma que fue llenada con datos obtenidos de los padres o tutores de los
nifios que formaron parte de este estudio.

Las variables que se tomaron en cuenta para determinar los factores de riesgo de

transmision de Salmonella spp. y Shigella spp. fueron:

Datos personales del nifio y de la madre

Datos clinicos del nifio

Habitos higiénicos de la madre y la familia
Alimentacion habitual del nifio

Perfil de salud de la familia

Datos ambientales

Para evaluar la hipdtesis acerca de la relacion de las variables de la encuesta con la
produccion de la enfermedad causada por Salmonella spp. y Shigella spp. se utilizo el
X? (Chi cuadrado), que se calcula por medio de una tabla de contingencia o tabulacién

cruzada.

Se utilizo la encuesta epidemioldgica se utilizd también para determinar las

caracteristicas mas importantes presentes en los 103 pacientes con diarrea aguda.
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Todos los datos recolectados fueron introducidos a la base de datos programada en Epi-
Info 3.3 10

9. Determinacion del Estado Nutricional de la Poblacion en estudio

Para determinar el estado nutricional de los pacientes, se utilizaron los datos de las

historias clinicas, los mismos que fueron completados con datos referidos por las

madres:

La alimentacion habitual del nifio
La salud del nifio en general
NuUmero de vacunas

Situacion socio-econémica béasica de la familia

Con estos datos se obtuvieron puntuaciones Z de la Altura por la edad, puntuaciones Z

del peso por la edad, puntuaciones Z del peso por la altura y el indice de Masa Corporal,

usando el programa nutricional de Epi Nut.
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V. RESULTADOS A. POBLACION.

Se recolectaron un total de 103 muestras fecales, realizando a las madres las 103
encuestas. La lista de pacientes con los datos mas importantes se presentan en la
TABLA N° 8.

TABLA N°8. LISTA DE PACIENTES

REGISTRO] FECHA N° H.C. INOMBRE]EDAD(meses)] SEXO
1. 08/08/2004 135766 Y.A.S. 12 FEMENINO
2. 10/08/2004 154242 C.H.G. 21 MASCULINO
3. 11/08/2004 154883 M.C.D. 12 MASCULINO
4. 31/08/2004 149629 P.T.C. 31 MASCULINO
5. 08/09/2004 148220 LV.T. 12 MASCULINO
6. 10/09/2004 143071 D.L.C. 35 FEMENINO
7. 10/09/2004 157649 M.C.A. 8 FEMENINO
8. 10/09/2004 124569 E.Q.A. 15 FEMENINO
9. 14/09/2004 156508 R.L.A. 7 MASCULINO
10. 14/09/2004 158269 G.P.P. 6 MASCULINO
11. 15/09/2004 150602 P.P.C. 15 MASCULINO
12. 15/09/2004 158839 A.E.F. 13 MASCULINO
13. 20/09/2004 61904 C.M.M. 45 MASCULINO
14. 22/09/2004 81606 M.C.J. 24 MASCULINO
15. 03/09/2004 105929 J.T. 16 MASCULINO
16. 08/09/2004 157457 P.G.E. 38 FEMENINO
17. 22/09/2004 117633 S.P.S. 12 FEMENINO
18. 24/09/2004 157657 V.Y.J. 7 MASCULINO
19. 23/09/2004 146553 M.G.S. 57 FEMENINO
20. 24/09/2004 120753 M.M.V. 16 FEMENINO
21. 24/09/2004 15934 S.C.J. 6 FEMENINO
22. 27/09/2004 1595 C.B.R. 34 MASCULINO
23. 28/09/2004 142826 C.M.C. 6 FEMENINO
24. 28/09/2004 189361 A.A.M. 24 MASCULINO
25. 28/09/2004 172649 S.C.J. 10 MASCULINO
26. 28/09/2004 159678 M.C.J. 48 MASCULINO
27. 29/10/2004 68991 C.M.A. 32 FEMENINO
28. 29/10/2004 62435 B.B.H. 35 FEMENINO
29. 29/10/2004 67788 M.L.S. 31 MASCULINO
30. 30/09/2004 126406 C.ZS. 10 FEMENINO
31. 01/10/2004 127931 G.G.M. 18 FEMENINO
32. 07/10/2004 16523 G.C. 14 FEMENINO
33. 08/10/2004 160946 V.A.L. 9 MASCULINO
34. 08/10/2004 62249 H.G.N. 34 FEMENINO
35. 12/10/2004 133267 M.M.D. 10 MASCULINO
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36. 08/10/2004 62249 H.G.N. 34 FEMENINO
37. 12/10/2004 133267 M.M.D. 10 MASCULINO
38. 12/10/2004 140332 M.T.Y. 6 FEMENINO
39. 12/10/2004 121409 A.M.R. 14 FEMENINO
40. 13/10/2004 124005 Q.M.E. 12 FEMENINO
41. 12/10/2004 156648 G.G.J. 20 MASCULINO
42. 13/10/2004 161557 H.V.R. 20 FEMENINO
43. 13/10/2004 161646 L.C.J. 16 MASCULINO
44. 14/10/2004 114736 C.P.R. 21 MASCULINO
45. 14/10/2004 72488 M.M.L. 59 MASCULINO
46. 01/10/2004 154342 L.R.B. 11 FEMENINO
47. 01/10/2004 133073 C.Q.J. 11 MASCULINO
48. 05/10/2005 160334 B.C.A. 13 MASCULINO
49. 05/10/2005 152125 Z.G. 15 MASCULINO
50. 04/10/2004 122323 B.S.E. 12 MASCULINO
51. 06/10/2004 50938 U.R.C. 36 MASCULINO
52. 15/10/2004 95374 C.F. 26 MASCULINO
53. 15/10/2004 70745 C.C.L 28 MASCULINO
54. 18/10/2004 118709 R.U.K. 16 FEMENINO
55. 18/10/2004 150811 H.G.N. 6 FEMENINO
56. 19/10/2004 162338 E.M.C. 28 FEMENINO
57. 19/10/2004 113307 S.Q.S. 17 MASCULINO
58. 20/10/2004 119517 P.M.J. 16 FEMENINO
59. 20/10/2004 162349 C.C.N. 24 FEMENINO
60. 21/10/2004 25097 P.AJ. 45 MASCULINO
61. 21/10/2004 55184 P.A.D. 25 MASCULINO
62. 21/10/2004 17266 P.AR. 33 FEMENINO
63. 21/10/2004 110257 C.AR. 17 FEMENINO
64. 25/10/2004 16288 M.M.G. 12 FEMENINO
65. 25/10/2004 73208 V.M.L. 43 MASCULINO
66. 26/10/2004 162723 H.C.S. 52 MASCULINO
67. 27/10/2004 163191 C.CB. 14 MASCULINO
68. 27/10/2004 92792 G.M.E. 13 MASCULINO
69. 27/10/2004 159813 B.M.F. 17 FEMENINO
70. 27/10/2004 153732 P.C.F. 6 FEMENINO
71. 29/10/2004 163476 V.T.M. 24 MASCULINO
72. 03/11/2004 85224 V.A.M. 24 FEMENINO
73. 23/09/2004 96609 P.V.M. 20 MASCULINO
74. 03/11/2004 160602 M.C.J. 12 MASCULINO
75. 03/11/2004 105466 B.M.J. 18 MASCULINO
76. 05/11/2004 106098 A.F.L. 10 MASCULINO
77. 05/11/2004 164072 C.CJ. 6 MASCULINO
78. 06/10/2004 80903 G.F.J. 26 MASCULINO
79. 08/11/2004 88790 C.V.J. 24 MASCULINO
80. 28/11/2004 187450 C.C.G. 6 MASCULINO
81. 08/11/2004 98200 P.L.P. 24 MASCULINO
82. 08/11/2004 67749 V.V.N. 31 MASCULINO
83. 09/11/2004 143876 M.B. 59 MASCULINO
84. 09/11/2004 135660 C.M.C. 36 MASCULINO
85. 11/11/2004 164584 C.S.l. 13 MASCULINO
86. 11/11/2004 147717 H.G.G. 18 FEMENINO
87. 12/11/2004 164878 M.A.E. 6 MASCULINO
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88. 12/11/2004 150483 P.A. 28 MASCULINO
89. 11/11/2004 111476 Q.A.B. 17 MASCULINO
90. 16/11/2004 156966 V.P.J. 19 MASCULINO
91. 16/11/2004 124130 S.L.M. 13 FEMENINO
92. 16/11/2004 164950 C.LA. 9 FEMENINO
93. 16/11/2004 142377 P.M.M. 48 FEMENINO
94. 18/11/2004 165503 S.F.A. 23 MASCULINO
95. 18/11/2004 153320 C.T.E. 6 FEMENINO
96. 18/11/2004 154812 C.F.l 10 MASCULINO
97. 19/11/2004 165483 P.P.O. 16 MASCULINO
98. 23/11/2004 165272 M.T.E. 6 MASCULINO
99. 23/11/2004 114807 C.C.N. 30 FEMENINO
100. 24/11/2004 137968 C.T.M. 55 MASCULINO
101. 25/11/2004 17546 P.A.H. 9 MASCULINO
102. 26/11/2004 166441 T.AN 24 MASCULINO
101. 24/11/2004 15252 V.H.A. 14 MASCULINO
102. 25/11/2004 15543 C.B.F. 21 MASCULINO
103. 25/10/2004 167890 C.S.V. 17 MASCULINO
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B. RESULTADOS OPTIMIZACION DE LOS PROTOCOLOS PCR Y LAS
TECNICAS DE EXTRACCION DE ADN DE Salmonella y Shigella A PARTIR
DE MUESTRAS FECALES

1. Cepas de Referencia Obtenidas

Se obtuvieron cepas de referencia del Instituto Nacional de Laboratorios en Salud
(INLASA), las cuales fueron:

- Salmonella choleraesuis ATCC 25931

- Salmonella typhi ATCC 10749

- Salmonella typhimurium ATCC 13311

- Shigella sonnei ATCC 25931

- Shigella flexnery ATCC 12022

- Escherichia coli O157:H7

- Mycobacterium tuberculosis (Instituto SELADIS).

2. Resultados optimizacion de las Tecnicas PCR para la identificacion de

Salmonella y Shigella

Empleando la técnica de electroforesis en gel de agarosa, se evidencid la presencia de
ADN del extracto de colonias puras (Fig. N° 91), en la cual se pudo observar en los
pozos del gel, brillantes lo cual nos demuestra la presencia de acidos nucleicos. En
algunos casos se pudo observar una migracion muy corta en el gel, debido al tamafio de
los acidos nucleicos, que se encontraban integros por lo que su tamarfio fue grande y su
migracion corta.

Ademas se verifico la extraccion de ADN mediante, la realizacion del PCR de cada
extracto, como también se probd los protocolos ya establecidos para el PCR tanto de
Salmonella como Shigella (2) (8), donde los resultados observados se muestran en las

fotografias siguientes:
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3. Resultados Amplificacion PCR de Cepas ATCC de Salmonella y Shigella

a) Amplificacién Nested-PCR Normal de Salmonella a partir de Cepas ATCC

500 pb
300 pb

100 pb

FIGURA N° 12. Corrida electroforética de amplicones de ADN de Salmonella, extraidos a
partir de cultivos puros: Pozo 1. Control Negativo C (-) ADN de Shigella flexnery ATCC
12022. Pozos 2, 4y 6 Producto Primer PCR (Primer Paso) (amplicones de 526 pb). Pozos 3,
5y 7 Productos Segundo PCR (Segundo Paso) ADN Salmonella choleraesuis ATCC 25931,
Salmonella typhi ATCC 10749, Salmonella typhimurium ATCC 1331 respectivamente (dos
bandas de 282 pb y 526 pb y dos de tamafio inespecifico, entre 526 y 282 pb). Pozo 8.
Marcador de Peso Molecular (Ladder) de 100 pb por banda.

Para probar la reproducibilidad de los resultados, se realizo cada prueba tres veces y se

saco la fotografia de los mejores resultados. (Ver protocolo Mix-PCR Anexos 4 y 5)
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b) Optimizacion Amplificacion Nested-PCR de un tubo de Salmonella de Cepas
ATCC

1) Primer Experimento (Temperatura de hibridacion Primers externos 57°C y

Primers internos 53°C)

FIGURA N° 13. Amplicones de ADN de Salmonella typhimurium ATCC 1331 y Salmonella
typhi ATCC 10749, extraidos a partir de cultivos puros. Pozo 1. Control Agua Cuarto
Blanco (CAB). Pozo 2 C (-) ADN de Shigella flexnery ATCC 12022. Pozo 3 C (-) ADN de E.
coli O157:H7. Pozos 4 y 5 Producto Nested-PCR de un tubo: dos bandas de amplicones de
tamario inespecifico, entre 300 y 500 pb. Pozo 8 Ladder

Las bandas de ADN obtenidas, tienen un tamafio 0 peso que no corresponden a las
obtenidas por el Nested-PCR normal, esto debido a que los pares de primers a la
temperatura utilizada no hibridaron, por lo que no se realizo la amplificacion, auque el

resultado muestra que hubo amplificacién inespecifica.
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2) Segundo Experimento (Temperatura de hibridacion Primers externos 60°C y

Primers internos 50°C)

B 500 pb
y 300 pb
B-200 pb

~100 pb

FIGURA N° 14. Amplicones de ADN de Salmonella typhimurium ATCC 1331 y Salmonella
typhi ATCC 10749, extraidos a partir de cultivos puros. Pozo 1 C (-) ADN Mycobacterium
tuberculosis. . Pozo 2 C (-) ADN de Shigella flexnery ATCC 12022. Pozo 3 C (-) ADN de E.
coli O157:H7. Pozos 4 y 5 Producto Nested-PCR de Un Tubo: una banda de 282 pb, otra
banda de 526 pb y dos bandas de amplicones de tamafio inespecifico, entre 526 y 282). Pozo
7 Ladder

En el segundo experimento se utilizaron temperaturas de hibridacién de 60° C para los
primers externos y 50° C para los primers internos, con lo que se obtuvieron las bandas
de ADN de 526 pb y la banda de 282 pb bien definidas, las cuales son idénticas a las
obtenidas por el Nested-PCR convencional para Salmonella. (Ver protocolo Mix-PCR
Anexo N° 6)
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¢) Amplificacion PCR de Shigella a partir de Cepas Puras ATCC.

300 pb

- 200 pb
100 pb

FIGURA N° 15. Amplicones de ADN de Shigella flexnery ATCC 12022 y Shigella sonnei
ATCC 25931 extraidos a partir de cultivos puros. Pozo 1. C (-) ADN Mycobacterium
tuberculosis. Pozo 2. C (-) ADN de Salmonella typhimurium ATCC 1331. Pozo 3. C (-) ADN
de E. coli O157:H7. Pozos 4 y 5 Producto PCR: Amplicon de 320 pb . Pozo 7. Ladder

Se puede observar claramente la amplificacion de ADN de Shigella, por la presencia de
una banda con un tamafio de 320 pb, producto de la amplificacion de un segmento del
locus ial de Shigella spp. La amplificacion es especifica para el genero Shigella, por lo
que no se observa diferencias en la amplificacion de las dos cepas. (Ver protocolo Mix-
PCR Anexo N°7)
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d) Optimizacion de la Extraccion de ADN de Salmonella y Shigella a partir de
Muestras Fecales.

Acidos
Mucleicos

FIGURA N° 16. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de acidos nucleicos aislados de las
muestras de heces, contaminadas con cepas de Salmonella y Shigella. Pozo 1. No se sembré
nada. Pozos 2 a 4 Acidos Nucleicos extraidos por el Primer Método (SDS 10%), Segundo
Método (Triton X-100) y el tercer Método, de heces contaminadas con Shigella . Pozos 6 a 8
Ac. Nucleicos extraidos por el Primer Método (SDS 10%), Segundo Método (Triton X-100)
y el tercer Método, de heces contaminadas con Salmonella.

Se realizo la corrida electroforética del extracto de acidos nucleicos, sin que hayan sido
amplificados solo para verificar la presencia o ausencia de los mismos. Se pudo observar
la presencia de acidos nucleicos en los pozos del gel de agarosa, lo cual se nota
claramente por el brillo presente en este. Los &cidos nucleicos extraidos pertenecen a
células bacterianas y humanas, debido a que en la extraccion no se puede separar a cada
uno de estos. Ademas los acidos nucleicos extraidos estan enteros y no fraccionados, por

lo que en la corrida electroforética solo migran un poco, debido a su tamafio.
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1) Amplificacion Nested-PCR de un tubo de Salmonella a partir de Muestras

Fecales.

FIGURA N° 17. Amplicones de ADN extraidos a partir de muestras de heces fecales
contaminadas con cepas Salmonella typhimurium ATCC 1331. Pozo 1. Ladder. Pozo 2. CAB.
Pozo 3. C (-) ADN de Shigella flexnery ATCC 12022. Pozo 4. C (+) ADN de Salmonella
typhimurium ATCC 1331. Pozo 5. Amplicones de ADN Salmonella Primer Método de
Extraccidn. Pozo 6. Control Inhibidor (CInh) Primer Método. Pozo 7. Amplicones de ADN
Salmonella Segundo Método de Extraccion. Pozo 8. Clnh Primer Método. Pozo 9.
Amplicones de ADN Salmonella Primer Método de Extraccién. Pozo 10. Cinh Primer
Método. Pozo 11. Ladder

Se observan bandas de ADN bien definidas Salmonella typhimurium ATCC 1331. Con
el primer método de extraccion (pozo 5) se observan 4 bandas bien definidas de 526 pb
y 282 pb, con los otros dos métodos no hay amplificacion lo que nos indica que no se

logro aislar ADN por estos métodos.
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2) Amplificacion PCR de Shigella a partir de Muestras Fecales.

300 pb

FIGURA N° 18. Amplicones de ADN extraidos a partir de muestras fecales contaminadas
con cepas Shigella flexnery ATCC 12022. Pozo 1. Ladder. Pozo 2 CAB. Pozo 3. C (-) ADN de
Salmonella typhimurium ATCC 1331. Pozo 4. C (+) ADN de Shigella flexnery ATCC 12022.
Pozo 5. Amplicones de ADN Shigella Primer Método de Extraccion 6. Clnh Primer
Método. Pozo 7. Amplicones de ADN Shigella Segundo Método de Extraccion. Pozo 8.
Clnh Primer Método. Pozo 9. Amplicones de ADN Shigella Primer Método de Extraccion.
Pozo 10. CInh Primer Método. Pozo 11. Ladder

Al igual que en la amplificacién para Salmonella se observan bandas de ADN bien
definidas de Shigella flexnery ATCC 12022. Solo el primer método de extraccion de
ADN permito observar resultados reproducibles, por lo que se decidio trabajar con este

método, con las muestras fecales de los pacientes en estudio.
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C. RESULTADOS EVALUACION DE LOS METODOS DE EXTRACCION Y
PURIFICACION DE ADN FECAL POR LA TECNICA PCR

1. Recuento de colonias de Salmonella typhimurium ATCC 1331 en PCA

Se realizo el recuento de colonias Salmonella typhimurium ATCC 1331 a las 48 horas
de incubacién en PCA de las diluciones 10, 10°, 10°, 107 y 10%, debido a que en las
diluciones menores el elevado crecimiento de colonias imposibilito su recuento (Tabla
No 11).

TABLA N° 11. RECUENTO DE COLONIAS DE Salmonella typhimurium ATCC 1331
EN PCA

Diluciones | Recuento de Colonias | N° UFC/mL
10™ 0872 9,87 x 10°
10° 1352 1,35 x 10°
10° 145 1,45 x 10°
10”7 18 1,8 x 10°
107 0 0

2. Recuento de colonias de Shigella flexnery ATCC 12022 en PCA

Se realizo el recuento de colonias de Shigella flexnery ATCC 12022 a las 48 hrs. de
incubacién en Plate Count Agar, de las diluciones 10, 10°, 10, 107 y 107,

TABLA N°12. RECUENTO DE COLONIAS DE Shigella flexnery EN PCA

Diluciones | Recuento de Colonias | N° UFC/mL
10 1148 1,1x10°
10° 1435 1,4x10°
10°® 139 1,4 x 10°
10” 26 2,6 x 10°
107 3 3 x 10°
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3. Resultados Determinacion de la Sensibilidad del Nested-PCR de un tubo para

Salmonella en muestras fecales.

FIGURA N° 19. Amplicones de ADN de Salmonella typhimurium ATCC 1331 extraidos de
muestras fecales por el primer método de extraccion: Pozo 1. Ladder. Pozo 2. CAB. Pozo3.
C (-) ADN Shigella flexneri ATCC 12022. Pozo 4. C (+) ADN Salmonella typhimurium
ATCC 1331 cultivo puro. Pozos 5-12. Producto PCR de la extraccién de muestras fecales
contaminadas con Salmonella en concentraciones decrecientes: 10%, 10%,10°, 10y 107%, 10

® 107y 10°®. Pozo 13 Ladder.

Las pruebas PCR de las diluciones se realizo en tres oportunidades, en una de ellas se
observo inhibicion del PCR de dos de las diluciones, mas en las otras dos no hubo
inhibicidn en ninguna de las diluciones.

Para Salmonella se observa una amplificacion hasta una dilucién de 1/6 (Figura N° 3).
Relacionando con los resultados del recuento de colonias, el Nested-PCR tiene una
sensibilidad de 1,4 X 10 UFC/mL de heces.

Con respecto a la especificidad del Nested-PCR se puede observar que no hubo
amplificacion de ninguno de los controles negativos: ADN de Mycobacterium
tuberculosis, ADN de Shigella flexnery ATCC 12022 y ADN de E. coli O157:H7.
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f) Resultados Determinacion de la sensibilidad del PCR para Shigella en muestras

fecales.

FIGURA N° 20. Amplicones de ADN de Shigella flexneri ATCC 12022 extraidos de
muestras fecales por el primer método de extraccion. Pozo 1 Ladder. Pozo 2. CAB, 3. C (-)
ADN Salmonella. 4. C (+) ADN Shigella flexneri ATCC 12022 cultivo puro, Pozos 5-12.
Producto PCR de la extraccion de muestras fecales contaminadas con Salmonella en

concentraciones decrecientes: 107, 10% 102 10*y 10°, 10°, 10" y 10®. Pozo 13 Ladder.

Esta prueba también se la realizo en tres oportunidades, en ninguna de las tres pruebas
hubo inhibicién del PCR para todas las diluciones.

Se observan bandas de ADN bien definidas hasta la dilucion 1/6, por lo que el PCR para
deteccion de Shigella tiene un limite de deteccién de 1.4 x10* UFC/g de heces.

La especificidad del PCR para Shigella fue muy buena, ya que se puede observar que no
hubo amplificacion de ninguno de los controles negativos: ADN Mycobacterium
tuberculosis, ADN de Salmonellay ADN de E. coli O157:H7.
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D. RESULTADOS IDENTIFICACION MICROBIOLOGICA POR
COPROCULTIVO

Se realizo el cultivo de 103 muestras fecales, las cuales antes de su procesamiento
fueron transportadas del Hospital Municipal Boliviano Holandés al Instituto SELADIS
en una conservadora con una temperatura de 4 a 10 °C en medio de transporte Stuart, la
cual nos permitié mantener las muestras sin alteracion hasta su cultivo. Los resultados

obtenidos se resumen en la tabla N° 13.

TABLA N° 13. RESUMEN RESULTADOS COPROCULTIVO

N° Muestras N° Encuestas | N° Muestras Cultivo (+) N° Muestras Cultivo (+)
Recolectadas Realizadas Salmonella spp. Shigella spp.

103 103 1 19

A continuacion se muestra los detalles de los pacientes con diarrea aguda, con un
resultado positivo para Salmonella spp. y Shigella spp. por coprocultivo.

TABLA N° 14. MUESTRAS POSITIVAS A CULTIVO PARA Salmonella y Shigella spp.

Diagndostico
No Ne F.E. N° H.C. FECHA EDAD SEXO Bacteriol6gico
1 19 146553 23/09/2004 57 Femenino | Salmonella spp.
1 2 154242 10/08/2004 21 Masculino Shigella spp.
2 14 158839 15/09/2004 13 Masculino Shigella spp.
3 22 1595 27/09/2004 34 Masculino Shigella spp.
4 38 16523 07/10/2004 14 Femenino Shigella spp.
5 43 121409 12/10/2004 14 Femenino Shigella spp.
6 48 114736 14/10/2004 21 Masculino Shigella spp.
7 49 72488 14/10/2004 59 Masculino Shigella spp.
8 54 162388 19/10/2004 28 Femenino Shigella spp.
9 57 162349 20/10/2004 24 Femenino Shigella spp.
10 60 17266 21/10/2004 33 Femenino Shigella spp.
11 61 110257 21/10/2004 17 Femenino Shigella spp.
12 63 73208 25/10/2004 43 Masculino Shigella spp.
13 64 162723 26/10/2004 52 Masculino Shigella spp.
14 76 80903 06/10/2004 26 Masculino Shigella spp.
15 81 143876 09/11/2004 59 Masculino Shigella spp.
16 86 150483 12/11/2004 28 Masculino Shigella spp.
17 100 166441 26/11/2004 24 Masculino Shigella spp.
18 102 17543 25/11/2004 21 Masculino Shigella spp.
19 103 167890 25/10/2004 17 Masculino Shigella spp.
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E. RESULTADOS IDENTIFICACION DE Salmonella spp. y Shigella spp. POR
PCR DIRECTAMENTE DE MUESTRAS DE HECES

Se probaron para Nested-PCR de Salmonella solamente 50 muestras, debido a que la
técnica PCR utiliza mayor cantidad de reactivos, los cuales fueron proporcionados en
una cantidad suficiente para las pruebas de optimizacién del PCR y para las pruebas de
diagnostico. Entonces en base a las caracteristicas clinicas de los pacientes y
caracteristicas fisicas de las muestras, se selecciono las muestras utilizadas para este
Nested-PCR.

Para el diagndstico de Shigella se probaron todas las muestras.

ACNCPM1 23 4 5 6 7 B 910 111213 L

CACNCP 141516 17 1819 20212223 24 2526

FIGURA N° 21. Corrida electroforética del producto de la amplificacion PCR para
Salmonella de muestras de pacientes; CA. Control agua cuarto Blanco; CN. Control (-)
ADN Shigella flexneri ATCC 12022; CP. Control (+) ADN Salmonella typhimurium ATCC
1331 cultivo puro, M1 a M26 producto PCR de muestras de pacientes, L. Ladder
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CACNCPM27 282930 31 32 33 34 35 36 37 38 39 L

CA CNCP M40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

FIGURA N° 22. Corrida electroforética del producto de la amplificacion PCR para
Salmonella de muestras de pacientes. CA. Control agua cuarto Blanco, CN. Control (-)
ADN Salmonella. CP. Control (+) ADN S. typhimurium cultivo puro, M1 a M26 producto

PCR de muestras de pacientes, L. Ladder

1 2 3M141516 17 18 19 20 21 2223 24 25 26

FIGURA N° 23. Corrida electroforética del producto de la amplificacion PCR para
Shigella de muestras de pacientes. 1. Control agua cuarto Blanco, 2 Control (-) ADN
Salmonella. 3 Control (+) ADN S. flexneri cultivo puro, M1 a M26 producto PCR de

muestras de pacientes, L. Marcador de peso molecular.
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1 2 3M27 28 293031 32 333435 363738 39 L

FIGURA N° 24. Corrida electroforética del producto de la amplificacion PCR para
Shigella de muestras de pacientes. 1. Control agua cuarto Blanco, 2 Control (-) ADN

Salmonella. 3 Control (+) ADN S. flexneri cultivo puro, M27 a M52 producto PCR de
muestras de pacientes, L. Marcador de peso molecular.

1 2 3M53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 L
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FIGURA N° 25. Corrida electroforética del producto de la amplificacion PCR para
Shigella de muestras de pacientes. 1. Control agua cuarto Blanco, 2 Control (-) ADN

Salmonella. 3 Control (+) ADN S. flexneri cultivo puro, M53 a M78 producto PCR de
muestras de pacientes, L. Marcador de peso molecular.
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1 2 3M79808182 83 84 8586 8788 8990 91 L

1 23 M9I293949596 97 98990001 02 03 CPL

FIGURA N° 26. Corrida electroforética del producto de la amplificacion PCR para
Shigella de muestras de pacientes. 1. Control agua cuarto Blanco, 2. Control (-) ADN
Salmonella. 3 Control (+) ADN S. flexneri cultivo puro, M79a M103 producto PCR de

muestras de pacientes, L. Marcador de peso molecular.
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TABLA N° 15. MUESTRAS POSITIVAS A LA TECNICA PCR PARA Salmonella y
Shigella

Diagnéstico
N° N° F.E. N° H.C. FECHA EDAD SEXO Molecular
1 19 146553 23/09/2004 57 Femenino | Salmonella spp.
2 35 152135 05/10/2004 15 Masculino | Salmonella spp.
1 2 154242 10/08/2004 21 Masculino Shigella spp.
2 14 158839 15/09/2004 13 Masculino Shigella spp.
3 22 1595 27/09/2004 34 Masculino Shigella spp.
4 38 16523 07/10/2004 14 Femenino Shigella spp.
5 43 121409 12/10/2004 14 Femenino Shigella spp.
6 48 114736 14/10/2004 21 Masculino Shigella spp.
7 49 72488 14/10/2004 59 Masculino Shigella spp.
8 54 162388 19/10/2004 28 Femenino Shigella spp.
9 57 162349 20/10/2004 24 Femenino Shigella spp.
10 60 17266 21/10/2004 33 Femenino Shigella spp.
11 61 110257 21/10/2004 17 Femenino Shigella spp.
12 63 73208 25/10/2004 43 Masculino Shigella spp.
13 64 162723 26/10/2004 52 Masculino Shigella spp.
14 76 80903 06/10/2004 26 Masculino Shigella spp.
15 81 143876 09/11/2004 59 Masculino Shigella spp.
16 86 150483 12/11/2004 28 Masculino Shigella spp.
17 100 166441 26/11/2004 24 Masculino Shigella spp.
18 102 17543 25/11/2004 21 Masculino Shigella spp.
19 103 167890 25/10/2004 17 Masculino Shigella spp.

Se puede observar que a diferencia del coprocultivo, se encontré una muestra mas que

fue positiva para Salmonella.
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F. RESULTADOS DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD Y
ESPECIFICIDAD DE LA TECNICA PCR EN EL DIAGNOSTICO DE
Salmonella spp. y Shigella spp.

TABLA N°16. DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD DE LA TECNICA PCR EN
EL DIAGNOSTICO DE PACIENTES CON DIARREA CAUSADA POR Shigella spp.

N° Muestras positivas a | N° Muestras negativas
Cultivo a Cultivo
N° Muestras positivas a PCR 19 0
N°Muestras negativas a PCR 0 84

Para el diagnostico de Shigella por PCR se reporta una sensibilidad y especificidad del
100%.

TABLA N°17. DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD DE LA TECNICA PCR EN
EL DIAGNOSTICO DE PACIENTES CON DIARREA CAUSADA POR Salmonella spp.

N° Muestras positivas a | N° Muestras negativas
Cultivo a Cultivo

N° Muestras positivas a PCR 1 1

N° Muestras negativas a PCR 0 48

Los resultados observados anteriormente, nos muestran una sensibilidad del 100% para

el diagnostico de Salmonella por PCR y una especificidad del 99 %.
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G. DETERMINACION ESTADISTICA DE LOS FACTORES DE RIESGO EN
PACIENTES CON DIARREA AGUDA CAUSADA POR Shigella spp.

Se realizo el célculo de X? (Chi cuadrado), para evaluar la relacion de las variables con

la produccion de la enfermedad causad por Shigella, por medio de un analisis de tabla

simple como se muestra a continuacion:

1. DATOS CLINICOS DEL PACIENTE

60 - @6-28=65

m>28-60=38

Frecuencia

C.D. Shigella sp.

Agente Causal

Anélisis de tabla simple

Estimacion
Odds ratio 1.40
Razdn de Riesgos 1.32
TEST Chi
ESTADISTICOS cuadrado p de 2 colas
Chi cuadrado 0.39 0.5316

Test exacto Fisher

FIGURA N° 27. Frecuencia y analisis de tabla simple de pacientes con diarrea causada por

Shigella spp. y la edad que tenian.

60+ @ Masculino =65

@ Femenino = 38

451

30

15+

C.D.

Shigella sp.

Agente Causal

Analisis de tabla simple

Estimacion
Odds ratio 1.33
Razon de Riesgos 1.27
TEST Chi
ESTADISTICOS cuadrado p de 2 colas
Chi cuadrado 0.28 0.5950

Test exacto Fisher

FIGURA N° 28. Frecuencia y analisis de tabla simple de pacientes con diarrea causada por

Shigella spp. y el sexo al que pertenecian.
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60. @ C.D. o )
@ Shigella sp. || Anélisis de Tabla Simple
501
2 a0 _ y
S Chi cuadrado gl Probabilidad
3 6,2687 2 0,0435
L 201
LL
10|
0,
Liquida = 18 Semiliquida = 66 Pastosa =19
Consistenciade las heces
FIGURA N° 29. Frecuencia y analisis de tabla simple de pacientes con diarrea causada por
Shigella spp. y la consistencia de heces que presentaron.
Analisis de tabla simple
Estimacion
. Odds ratio 0,0000
2 Razo6n de Riesgos 0,7432
g TEST Chi
uw ESTADISTICOS cuadrado p de 2 colas
Chi cuadrado 9,1301 0,00251548
C.D. Shigella sp. Test exacto Fisher 0,00087195
Agente Causal
FIGURA N° 30. Frecuencia y analisis de tabla simple de pacientes con diarrea causada por
Shigella spp. y la presencia de moco en sus heces.
Anélisis de tabla simple
Estimacion
. Odds ratio 0,5562
§ Razén de Riesgos 0,8995
2 TEST Chi
- ESTADISTICOS  cuadrado  p de 2 colas
] Chi cuadrado 0,9385 0,3326522
C.D. Shigella sp.
Test exacto Fisher 0,3054820

Agente causal

FIGURA N° 31. Frecuencia y analisis de tabla simple de pacientes con diarrea causada por

Shigella spp. y la presencia de sangre en heces.
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60 -
50
40
30
20
10+

mSi=74
@ No =29

C.D.

Shigella sp.

Agente Causal

Anélisis de tabla simple

Estimacion
Odds ratio 0,0000
Razén de Riesgos 0,7432
TEST Chi
ESTADISTICOS cuadrado p de 2 colas
Chi cuadrado 9,1301 0,00251548
Test exacto Fisher 0,00087195

FIGURA N° 32. Frecuencia y analisis de tabla simplede pacientes con diarrea causada por

Shigella spp. y la presencia de fiebre.

Frecuencia

C.D.

Shigella sp.

Agente Causal

Anélisis de tabla simple

Estimacion
Odds ratio 0,5562
Razoén de Riesgos 0,8995
TEST Chi p de 2
ESTADISTICOS cuadrado colas
Chi cuadrado 1,2771 0,25843
Test exacto Fisher 0,190863

FIGURA N° 33. Frecuencia y analisis de tabla simple de pacientes con diarrea causada por

Shigella spp. y la presencia vémitos.

@ Con DH=30
@ Con DH Grave = 9]
E SinDH =64

60 -

501

40

30

20+

Frecuencia

10+

C.D.

Shigella sp.

Agente Causal

Analisis de tabla simple

Chi cuadrado gl Probabilidad
0,2008 2 0,9045

FIGURA N° 34. Frecuencia y analisis de tabla simple de pacientes con diarrea causada por

Shigella spp. y la presencia y grado de deshidratacién.



Marcos Ariel Conde Chipana

F.C.FB-UMSA 114

80+

60

40

Frecuencia

20+

EH<a2Seg=91

E>a2Seg=12

C.D.

Shigella sp.

Agente Causal

Analisis de tabla simple

Estimacion
Odds ratio 2.5333
Razén de Riesgos 1,2527
TEST Chi
ESTADISTICOS cuadrado  p de 2 colas

2,0009 0,1572106660
0,1532762837

Chi cuadrado

Test exacto Fisher

FIGURA N° 35. Frecuencia y analisis de tabla simple de pacientes con diarrea causada por

Shigella spp. y la presencia del signo pliegue.

Frecuencia

C.D.

Shigella sp.

Agente Causal

Analisis de tabla simple

Estimacion
Odds ratio 0,4688
Razén de Riesgos 0.8882
TEST Chi
ESTADISTICOS cuadrado  p de 2 colas

1,3088 0,2526052476
0,1989148282

Chi cuadrado

Test exacto Fisher

FIGURA N° 36. Frecuencia y analisis de tabla simple de pacientes con diarrea causada por

Shigella spp. y la disminucién del apetito.

Frecuencia

m4a6=45

m>alld=5

ml1a3=35]|

m7al0=18||

Analisis de tabla simple

Chi cuadrado gl Probabilidad
24,1798 3 0,0000

C.D.

Shigella sp.

Agente Causal

FIGURA N° 37. Frecuencia y andlisis de tabla de pacientes con diarrea causada por

Shigella spp. y el nimero de deposiciones que tenian por dia.
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60- Bla5=65
0 ] m6aldo=30(]

1 B11A15=5] Analisis de tabla simple
0. m>al5=2

Chi cuadrado gl Probabilidad

Frecuencia

1,3710 3 0,7123

Shigella sp.

Agente Causal

FIGURA N° 38. Frecuencia y analisis de tabla de pacientes con diarrea causada por

Shigella spp. y el namero de dias que presentan diarrea y su agente causal.

Frecuencia

C.D. Shigella sp.

Agente Causal

Analisis de tabla simple

Estimacion
Odds ratio 0,4708
Razén de Riesgos 0.5999

TEST Chi

ESTADISTICOS cuadrado  p de 2 colas
2,1721 0,140531031

0,115534336

Chi cuadrado

Test exacto Fisher

FIGURA N° 39. Frecuencia y analisis de tabla simple de pacientes con diarrea causada por

Shigella spp. y si recibi6 tratamiento previo

mSi=55
@ No = 48

50+

40

30+

20

Frecuencia

10+

C.D. Shigella sp.

Agente Causal

Analisis de tabla simple

Estimacion
Odds ratio 0,8000
Razén de Riesgos 0.9600

TEST Chi

ESTADISTICOS cuadrado  p de 2 colas
Chi cuadrado 0,1893 0,663494749
Test exacto Fisher 0,430040317

FIGURA N° 40. Frecuencia y analisis de tabla simple de pacientes con diarrea causada por

Shigella spp. y si se enfermo con diarrea el ultimo semestre.
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Frecuencia

C.D. Shigella sp.

Agente Causal

Analisis de tabla simple

Estimacion
Odds ratio 0,5000
Razoén de Riesgos 0.9000
TEST Chi

ESTADISTICOS cuadrado  pde 2 colas
0,7802 0,3770890697
0,3046527059

Chi cuadrado

Test exacto Fisher

FIGURA N° 41. Frecuencia y analisis de tabla simple de madres de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. que se lavan las manos antes de comer

Frecuencia

C.D. Shigella sp.

Agente Causal

Analisis de tabla simple

Estimacion
Odds ratio 0,7061
Razén de Riesgos 0.9392
TEST Chi

ESTADISTICOS  cuadrado  p de 2 colas
0,444 0,5052033742
0,3433939872

Chi cuadrado

Test exacto Fisher

FIGURA N° 42. Frecuencia y analisis de tabla simple de madres de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. que se lavan las manos después de comer.

Frecuencia

C.D. Shigella sp.

Agente Causal

Anélisis de tabla simple

Estimacion
Odds ratio 0,6750
Razén de Riesgos 0.9293
TEST Chi

ESTADISTICOS cuadrado pde 2 colas
0,599 0,4389636306
0,3010040393

Chi cuadrado

Test exacto Fisher

FIGURA N° 43. Frecuencia y andlisis de tabla simple de madres de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. que se lavan las manos antes de manejar los alimento
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C.D. Shigella sp.

Agente Causal

Andlisis de tabla simple

Estimacion
Odds ratio 0,8462
Razén de Riesgos 0.9692
TEST Chi
ESTADISTICOS cuadrado  p de 2 colas
Chi cuadrado 0,1049 0,7460304582
Test exacto Fisher 0,46988333

FIGURA N° 44. Frecuencia y analisis de tabla simple de madres de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. que se lavan las manos después de manejar basura

O.D.

Shigella sp.

Agente Causal

Anélisis de tabla simple

Estimacion
Odds ratio 1,1538
Razon de Riesgos 1.0274
TEST Chi
ESTADISTICOS  cuadrado p de 2 colas
Chi cuadrado 0,0679 0,7944257854
Test exacto Fisher 0,4974388221

FIGURA N° 45. Frecuencia y andlisis de tabla simple de madres de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. que se lavan las manos después de ir al bafio

70+
60
50

O Agua y detergente =82 |
@ Aguay jabon =19
W Solo agua =2

40

30+

Frecuencia

20

10+

C.D.

Shigella sp.

Agente Causal

Analisis de tabla simple

Chi cuadrado gl Probabilidad
9,2944 2 0,0096

FIGURA N° 46. Frecuencia y analisis de tabla simple de madres de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. y con que lavan sus utensillos.
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50 Diario = 26
B Semanal =57
40 B Mensual = 20

30

20+

Frecuencia

10+

C.D. Shigella sp.

Agente Causal

Analisis de tabla simple

Chi cuadrado gl Probabilidad
0,6701 2 0,7153

FIGURA N° 47. Frecuencia y andlisis de tabla simple de madres de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. y el tiempo en el que realizan el aseo general de su cocina

80

mDG6=2

60 -
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FIGURA N° 48. Frecuencia y analisis de tabla simple de madres de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. y con que lavan sus alimentos.

3. ALIMENTACION HABITUAL DEL NINO

Frecuencia

C.D. Shigella sp.

Agente Causal

Anélisis de tabla simple

Odds ratio
Razo6n de Riesgos

TEST
ESTADISTICOS

Chi cuadrado

Test exacto Fisher

Estimacion

5.2500
1.3208

Chi
cuadrado  pde 2 colas

8,6217 0,0033230007
0,0032121241

FIGURA N° 49. Frecuencia y analisis de tabla simple de madres de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. y si siguen dando de lactar a su nifio
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C.D.

Shigella sp.

Agente Causal

Andlisis de tabla simple

Estimacion
Odds ratio 0.9231
Razén de Riesgos 0.9855
TEST Chi
ESTADISTICOS cuadrado pde 2 colas
Chi cuadrado 0,0216 0,8832446172
Test exacto Fisher 0,5565953324

FIGURA N° 50. Frecuencia y analisis de tabla simple de pacientes con diarrea causada por

Shigella spp. que consumen leche preparada.

O Mercados =69 | |
@ Ferias =42

60
50+

40-
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20+

10

C.D. Shigella sp.

Agente Causal

Anélisis de tabla simple

Estimacion
Odds ratio 0,95
Razdn de Riesgos 0,9855
TEST Chi
ESTADISTICOS cuadrado pde 2 colas
Chi cuadrado 0,01 0,9216928

Test exacto Fisher 0,5565953324

FIGURA N° 51. Frecuencia y andlisis de tabla simple de madres de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. y el lugar de donde adquieren sus alimentos.
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C.D.

Shigella sp.

Agente Causal

Analisis de tabla simple

Chi cuadrado gl Probabilidad
4,6053 2 0,1000

FIGURA N° 52. Frecuencia y analisis de tabla simple de madres de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. y la manera en que almacena sus alimentos
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90+ O Lacome fria=2

O La recalienta = 101

75+

60
45
30
15-

Frecuencia

C.D. Shigella sp.

Agente Causal

Analisis de tabla simple

Estimacion
Odds ratio Sin definir
Razén de Riesgos 1,2317
TEST Chi
ESTADISTICOS cuadrado pde 2 colas

0,2312 0,6306490928
0,8137254902

Chi cuadrado

Test exacto Fisher

FIGURA N° 53. Frecuencia y analisis de tabla simple de madres de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. y como prepara sus alimentos que le sobran

6. PERFIL DE SALUD DE LA FAMILIA

Frecuencia

C.D. Shigella sp.

Agente Causal

Analisis de tabla simple

Estimacion
Odds ratio 0,4401
Razoén de Riesgos 0,8652
TEST Chi
ESTADISTICOS cuadrado pde 2 colas
Chi cuadrado 2,3895 0,1221553796
Test exacto Fisher 0,0975761477

FIGURA N° 54. Frecuencia y analisis de tabla simple de pacientes con diarrea causada por

Shigella spp. y si tuvieron casos previos de enfermedades
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Frecuencia
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C.D.
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Agente Causal

FIGURA N° 55. Frecuencia y analisis de tabla simple de familias de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. y las enfermedades que se presentan cominmente.
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7. CULTURA DE COMO SOLUCIONA UN CASO DE DIARREA
Anélisis de tabla simple

80+ @ Si=76

Frecuencia

C.D. Shigella sp.

Agente Causal

Odds ratio
Razén de Riesgos

TEST
ESTADISTICOS

Chi cuadrado

Test exacto Fisher

Estimacion
1,3846
1,0658

Chi
cuadrado
0,3467 0,5559641394

0,3722465257

p de 2 colas

FIGURA N° 56. Frecuencia y analisis de tabla simple de madres de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. y si llevan al médico a su nifio.
Anélisis de tabla simple

Frecuencia

C.D. Shigella sp.

Agente Causal

Odds ratio
Razdn de Riesgos

TEST
ESTADISTICOS

Chi cuadrado

Test exacto Fisher

Estimacion
1,4139
1,0613

Chi
cuadrado
0,3208 0,5711120968

0,4018766301

p de 2 colas

FIGURA N° 57. Frecuencia y andlisis de tabla simple de madres de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. y si llevan al farmacia a su nifio.

Frecuencia

C.D. Shigella sp.

Agente Causal

Anélisis de tabla simple

Odds ratio
Razoén de Riesgos

TEST
ESTADISTICOS

Chi cuadrado

Test exacto Fisher

Estimacion
Sin definir
1,2500
Chi
cuadrado
1,9619 0,1613107348
0,1833562204

p de 2 colas

FIGURA N° 58. Frecuencia y analisis de tabla simple de madres de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. y si dan S.R.O. a su nifio
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60
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40

@ Le da mas liquidos =33

@ No hace nada mas =70

30
20+
10+

C.D.

Shigella sp.

Agente Causal

Analisis de tabla simple

Odds ratio
Razén de Riesgos

TEST
ESTADISTICOS

Chi cuadrado

Test exacto Fisher

Estimacion
0,89
0,98

Chi
cuadrado

0,05

p de 2 colas
0,8293923
0,0992110630

FIGURA N° 59. Frecuencia y analisis de tabla simple de madres de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. y si le dan mas liquidos a su nifio

8. DATOS AMBIENTALES
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C.D.

o Cisterna=1

@ Pila Publica =3
ERo=1
O Vertiente = 1

@ Pila Domiciliaria = 97|_|

Shigella sp.

Agente Causal

Analisis de tabla simple

Chi cuadrado gl Probabilidad

1,1213 4

0,8909

FIGURA N° 60. Frecuencia y analisis de tabla simple de familias de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. y la procedencia principal del abastecimiento de agua

C.D.

Shigella sp.

Agente Causal

Anélisis de tabla simple

Odds ratio
Razdn de Riesgos

TEST
ESTADISTICOS

Chi cuadrado

Test exacto Fisher

Estimacion
2,5207
1,2353

Chi
cuadrado

2,6708 0,1022071371
0,0992110630

p de 2 colas

FIGURA N° 61. Frecuencia y analisis de tabla simple de familias de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. y si hierven el agua antes de consumirla
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Frecuencia

Frecuencia

80+

60+

O Alcantarillado = 97
o Cielo Abierto =2
| Pozo Ciego =4

40

20

C.D.

Shigella sp.

Agente Causal

Anélisis de tabla simple

Chi cuadrado gl Probabilidad

0,5674

2 0,7530

FIGURA N° 62. Frecuencia y analisis de tabla simple de familias de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. y donde hace sus necesidades

80+

@mSi=75

O,D.

Shigella sp.

Agente Causal

Analisis de tabla simple

Odds ratio
Razdn de Riesgos

TEST
ESTADISTICOS

Chi cuadrado

Test exacto Fisher

Estimacion
1,3007
1,0521

Chi
cuadrado

0,2273 0,6335403705
0,4138554181

p de 2 colas

FIGURA N° 63. Frecuencia y analisis de tabla simple de familias de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. y si tienen perro.

C.D.

Shigella sp.

Agente Causal

Analisis de tabla simple

Odds ratio
Razdn de Riesgos

TEST
ESTADISTICOS

Chi cuadrado

Test exacto Fisher

Estimacion
2,0833
1,1275

Chi
cuadrado

1,5063 0,2197072769
0,1698338052

p de 2 colas

FIGURA N° 64. Frecuencia y analisis de tabla simple de familias de pacientes con diarrea

causada por Shigella spp. y si tienen Gato
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Anélisis de tabla simple

Estimacion
Odds ratio 1,5563
Razén de Riesgos 1,0742
TEST Chi
ESTADISTICOS cuadrado pde 2 colas
Chi cuadrado 0,3051 0,5806847318
CD. Shigella sp. Test exacto Fisher 0,4460764058

Agente Causal

FIGURA N° 65. Frecuencia y analisis de tabla simple de familias de pacientes con diarrea
causada por Shigella spp. y si tienen Gallina
Anélisis de tabla simple

Estimacion
Odds ratio 1,1392
Razdn de Riesgos 1,0232
TEST Chi
ESTADISTICOS cuadrado  pde 2 colas
Chi cuadrado 0,0134 0,9077847807
Test exacto Fisher 0,6945179988

C.D. Shigella sp.

Agente Causal

FIGURA N° 66. Frecuencia y analisis de tabla simple de pacientes con diarrea causada por

Shigella spp. que asisten a la guarderia.
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H. RESULTADOS DETERMINACION DEL ESTADO NUTRICIONAL DE LA

POBLACION CON DIARREA AGUDA CAUSADA POR Shigella spp.

Con la revision de la historia clinica de los pacientes con diarrea causada por Shigella spp.

se pudo obtener el peso del paciente en el momento de la consulta o internacion, ademas de

la talla y en algunos casos el peso al nacimiento del paciente. (Tabla N° 10)

Los célculos realizados se basan en las curvas de referencia desarrolladas por la National

Center for Helth Statistic (NCHS). Estas constituyen las curvas de referencia internacional

de la O.M.S.

TABLA N°9. CARACTERISTICAS NUTRICIONALES DE LOS PACIENTES CON

DIARREA CAUSADA POR Shigella spp.

N° F.E. FECHA EDAD | SEXO P.l. TALLA P.N. HAZ WAZ WHZ BMI
2 10/08/2004 21 1 10,1 86,0 3,4 0,27 -1,54 -2,18 | 13,66
14 15/09/2004 13 1 9,7 75,0 3,2 -0,82 -0,69 -0,14 | 17,24
22 27/09/2004 34 1 12,0 92,0 -0,39 -1,48 -1,44 | 14,18
38 07/10/2004 14 2 7,5 70,0 -2,29 -2,31 -1,10 | 15,31
43 12/10/2004 14 2 7,7 71,0 -1,94 -2,12 -1,16 | 15,27
48 14/10/2004 21 1 13,0 80,0 -1,59 0,76 2,14 | 20,31
49 14/10/2004 59 1 20,0 111,0 0,35 0,63 0,56 | 16,23
54 19/10/2004 28 2 8,8 96,0 2,38 -2,98 -3,40 | 9,55
57 20/10/2004 24 2 9,3 76,0 -2,65 -2,13 -0,64 | 16,10
60 21/10/2004 33 2 13,0 92,0 0,07 -0,41 -0,33 | 15,36
61 21/10/2004 17 2 10,2 78,0 2.9 -0,63 -0,38 -0,02 | 16,77
63 25/10/2004 43 1 12,0 95,0 -1,16 -2,15 -1,95 | 13,30
64 26/10/2004 52 1 14,2 97,0 -1,91 -1,60 -0,59 | 15,09
76 06/10/2004 26 1 12,0 82,0 -1,59 -0,61 0,38 | 17,85
81 09/11/2004 59 1 21,0 101,0 -1,83 1,05 1,25 | 20,59
86 12/11/2004 28 1 9,7 98,0 2,68 -2,63 -4,16 | 10,10
100 26/11/2004 24 1 9,5 77,0 -2,70 -2,53 -0,84 | 16,02
102 25/11/2004 21 1 10,2 85,0 -0,04 -1,46 -1,88 | 14,12
103 25/10/2004 17 1 8,0 76,0 -1,83 -2,85 -2,52 | 13,85

N° FE. = Numero de ficha epidemioldgica
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FECHA = Fecha de toma de muestra

EDAD = Edad en meses del paciente.

SEXO = 1: Masculino; 2: Femenino.

P.l. = Peso en el momento de la consulta o internacién del paciente.
TALLA = Talla en el momento de la consulta o internacion del paciente.
P.N. = Peso del paciente en el nacimiento.

HAZ = Puntuaciones z de Altura por la edad.

WAZ= Puntuaciones z de peso por la edad.

WHZ = Puntuaciones z de peso por la altura.

BMI = Indice de Masa Corporal

En la Tabla 11 se presentan las caracteristicas generales de los pacientes con diarrea causada
por Shigella spp. en cuanto a puntuaciones z para Peso/Edad, Talla /Edad y Peso /Talla,

Peso de nacimiento, edad promedio y distribucion por género.

TABLA N° 10. CARACTERIZACION DE NINOS CON DIARREA AGUDA CAUSADA POR
Shigella spp. SEGUN DIFERENTES VARIABLES NUTRICIONALES

Variable n | Promedio
z Peso/Edad (WAZ) | 19 -1.34

z Peso/Talla (WHZ) | 19 -0.84

z Talla/Edad (HAZ) | 19 -0.82
Peso al nacer 3 3,08
Edad en meses 19 21,165
Masculino 12

Femenino 7

El porcentaje de desnutricion en nifios con diarrea causada por Shigella spp. fue del
42.1%, el porcentaje de nifios en riesgo de desnutrir fue del 21,1% y el de nifios no
desnutridos fue del 36.8%.

Porcentaje

Desnutridos Riesgo de No desnutridos
desnutricion

FIGURA N° 67. Estado nutricional de nifios con diarrea causada por Shigella spp. por

indicador peso/edad.
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El porcentaje de nifios con desnutricion aguda y con diarrea aguda causada por Shigella
spp. (P/T — 2 z score) fue del 21.1% y de nifios con riesgo de desnutricion fue del 26..3
%, nifios normales en 42% y se observo también problemas de malnutricion por exceso
en 5.3 % de sobrepeso y 5.3% de obesidad. Figura N° 88.

50
401
301
201
10-

Porcentaje

0 i
Desnutricibn  Riesgo de Normal Sobrepeso Obeso
aguda desnutricion

FIGURA N° 68. Estado nutricional de nifios con diarrea causada por Shigella spp. por

indicador peso/talla.

El porcentaje de nifios con diarrea causada por Shigella spp. con desnutricion cronica o
talla baja (T/E — 2 z score) fue del 15.0 % y de nifios con riesgo de talla baja fue del

36.0% y nifios con talla normal es de 47.4 %.

50
40
30
201
101

Porcentaje

Talla baja Riesgo de Talla Talla normal
baja

FIGURA N° 69. Estado nutricional de nifios con diarrea causada por Shigella spp. por
indicador talla/edad.
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I. RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE LOS DATOS CLINICOS,
NUTRICIONALES DE LOS PACIENTES CON DIARREA AGUDA

Se obtuvo 103 encuestas de pacientes con diarrea aguda los cuales son resumidos en el
Anexo N° 8, en los cuales se determinan:

- Datos personales del nifio y de la madre

Datos clinicos del nifio

Habitos higiénicos de la madre y la familia

Alimentacién habitual del nifio

Perfil de salud de la familia

Datos ambientales

En el Anexo N° 9 se presenta los datos nutricionales de los 103 pacientes, los cuales

fueron analizados con el programa Epinut.
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VI. DISCUSION

Las enfermedades diarreicas agudas son actualmente en nuestro pais un problema de
salud pablica muy importante, debido a que anualmente aumenta el nimero de casos
sospechosos reportados. “®

Este estudio en nuestro conocimiento es uno de los primeros realizados en nuestra
ciudad y nuestro pais, ya que consultada la bibliografia local sobre investigaciones
realizadas en el tema, o informes del Ministerio de Salud, no se encontrd informacion
estadistica de referencia que nos permita hacer una comparacion con lo encontrado en
otros afos, ciudades u otros grupos etareos.

La informacion prestada por el SEDES-La Paz y SEDES-Bolivia del Ministerio de
Salud y Prevision Social, solo cuenta con una informacion sobre el nimero de casos de
Enfermedad Diarreica Aguda (EDA) en los diferentes departamentos, ciudades,
municipios, sin tomar en cuenta los agentes causales de esta enfermedad, siendo que los
diferentes Laboratorios de la ciudad de La Paz y El Alto en un informe mensual reportan
el nimero de aislamientos realizados de estos patdgenos.

Uno de los motivos por el cual no se cuenta con una informacion sobre los agentes
causales de EDAs en el Ministerio de Salud y Prevision Social, se debe a que la politica
de este va hacia la prevencion y el cuidado del nifio enfermo con diarrea, asi como el
tratamiento de esta enfermedad con la reposicion de liquidos, sin realizar una
diferenciacion del agente etiologico, debido a que esta es una enfermedad de corta
duracién, pero cuando es causada por Salmonella o Shigella, puede Ilegar a ser mortal. ¢
4,5. 14, 29,39, 48)

Entonces la informacién con la que se cuenta para adoptar politicas de salud, es aquella
que tiene un origen sobre datos obtenidos en otros paises. Esta informacion no toma en
cuenta muchos criterios relacionados con los de nuestro pais, por lo cual sin duda alguna
la epidemiologia realizada en este estudio sera un gran aporte en el objetivo de mejorar
las medidas de prevencion y control de esta enfermedad.

La informacién con la que se cuenta dentro de las mismas instituciones de salud, como
lo es en el laboratorio del Hospital Municipal Boliviano Holandés, no es suficiente para

realizar una estadistica sobre la frecuencia de pacientes con EDAs causadas por
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Salmonella o Shigella, debido a que en la mayoria de estos centros hospitalarios no se
solicita la identificacidn del agente causal de la diarrea, porque los médicos prefieren en
base a las caracteristicas clinicas del paciente realizar un tratamiento con reposicion de
liquidos o en los casos necesarios el tratamiento antibi6tico, lo cual por un diagnéstico
erroneo puede llevar a un tratamiento erréneo y por lo tanto a la resistencia del agente
bacteriano. Por lo tanto es muy importante la identificacion rapida de patogenos
entéricos para el tratamiento del paciente y para investigaciones epidemioldgicas.

Para el diagnéstico de EDAs causadas por Salmonella o Shigella, actualmente se usa el
criterio clinico del medico que no es suficiente, después se realiza el citodiagndstico
fecal, que nos permite presumir si se trata de una infeccidn invasiva causada por
bacterias o parésitos, el cual no es definitivo, luego se tiene el coprocultivo que tiene
buena sensibilidad, pero demora dos dias, tiempo suficiente para que en la mayoria de
los casos el paciente pueda recuperarse.

Ante este inconveniente, las técnicas moleculares se constituyen en una buena
alternativa, puesto que estas presentan una sensibilidad y especificidad casi perfectas,
por otro lado, su gran versatilidad permite que basados en una misma técnica, como por
ejemplo, la técnica de amplificacion de Acido desoxirribonucleico (ADN) llamada
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), se puedan desarrollar técnicas de deteccién
de una infinidad de microorganismos.

Por este motivo en este estudio se implemento el diagndstico directo por Reaccion en
Cadena de la Polimerasa de Salmonella spp. y Shigella spp.

La técnica PCR utilizada en la identificacion de Shigella spp. fue una PCR en la cual se
usa dos primers el Sh1y el Sh2 lo cuales amplifican un fragmento de 320 pb del locus
ial de todas las especies de Shigella, el cual fue utilizadodo en otros estudios locales. ®
Para la identificacion de Salmonella por PCR, se optimizo un Nested-PCR que es
importante por tener un segundo paso de especificidad en la técnica PCR para evitar
deteccion de productos de amplificacién no especificos, esto se logra por un PCR
anidado (Nested-PCR). Se realizo un protocolo Nested-PCR de un tubo (de un solo
paso) porque este implica una solo paso con los cuatro primers, a diferencia del Nested-

PCR normal de dos pasos el cual necesita dos ciclos diferentes, cada ciclo con el uso de
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un par de primers, por lo que demora mas tiempo, ademas de usar el doble de los
reactivos por la preparacion de dos Mix-PCR. ¥

En la optimizacion del protocolo Nested-PCR de un tubo se probaron variaciones en la
composicion del Mix y el programa de amplificacion y se obtuvieron buenos resultados
para el segundo programa de amplificacion probado (Fig. N° 14). Para la optmizacion de
protocolos PCR es muy importante tomar en cuenta la concentracion de los
componentes, asi como el tamafio y composicion de los primers, para poder seleccionar
la temperatura de hibridacion correcta de los mismos.

Estos resultados correlacionaron con los obtenidos anteriormente en otros estudios para
el diagnostico de Mycobacterium tuberculosis y el Virus de Inmunodeficiencia Humana
(VIH), los cuales fueron reproducibles, sensibles y especificos. & 42

Las ventajas que se obtuvieron con la implementacion del protocolo Nested-PCR de un
tubo fueron evitar complejidad, contaminacion, y el elevado costo, que representa la
aplicacion del Nested-PCR normal, lo que hace imposible su uso diagnéstico rutinario o
en estudios epidemiologicos, particularmente en los paises en vias de desarrollo.

El Nested-PCR de un tubo mantiene la especificidad sin que el riesgo de contaminacién
aumente o haya la necesidad de manipulaciones extras, y sin la necesidad de agregar

enzima nueva. ¥

Para la implementacion de la técnica PCR en el diagnostico directo de enfermedades
diarreicas causadas por Salmonella y Shigella, se optimizé también una técnica de
extraccion de ADN de muestras fecales, que nos permitio usar su producto directamente
como plantilla para la amplificacion por PCR, lo cual generalmente es muy dificil
porque las muestras fecales son las mas complejas para la utilizacion directa en PCR,
por su dificil purificacion.

De los tres métodos de extraccién de ADN evaluados a partir de muestras fecales, de
preparacion interna del laboratorio, el primer método presento resultados reproducibles
(Fig. 17 y 18), a diferencia del segundo y tercer metodo, en los cuales la inhibicion de la
amplificacion PCR fue frecuente, posiblemente por la pobre eliminacion de los restos
alimenticios, ademas de los inhibidores presentes en las heces. En el primer método se
elimina gran cantidad de contaminantes en la primera centrifugacion antes de la

extraccion de ADN, a diferencia de los otros que realizan la primera centrifugacion
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después de la ruptura de las células bacterianas. Ademas este primer método utiliza la
purificacién del ADN con fenol-cloroformo, que es la mas recomendada para el
aislamiento de ADN. 3 17.2D

La presencia de sangre en las muestras de heces no parecié inhibir la técnica PCR, segln
lo observado en nuestro estudio. Siendo la sangre implicada por otros estudios como uno
de los mayores inhibidores de la amplificacion PCR; sin embargo, ciertas polimerasas
pueden amplificar ADN en presencia de sangre si ser este un problema. ¢+

No se realizaron estudios para determinar qué componentes de las muestras de heces
pueden actuar como inhibidores especificos de la técnica PCR, que contribuyan a dar
falsos-negativos. Esta determinacion es importante para la optimizacion y nuevos
estudios con PCR.

También es necesario perfeccionar el proceso de extraccibn para aumentar el
rendimiento de ADN bacteriano y para reducir la presencia de competidores presentes
en la flora microbiana. Ademas de realizar otros estudios comparando el rendimiento
con kits de extraccion.

Es por eso que para la extraccion de ADN de muestras fecales de los pacientes con
diarrea aguda de este estudio se utiliz6 el Primer método de extraccion, que utiliza el

SDS como detergente en la lisis de células bacterianas.

La sensibilidad para la deteccion por PCR de Shigella tuvo un limite de deteccion de
10?UFC/g de heces, lo cual se determiné usando ADN extraido por el primer método,
los cuales comparados con los informados en otros estudios sobre patdgenos entéricos
son similares. 31727

El limite de deteccion en la identificacion de Salmonella por el Nested-PCR de un tubo
fue similar al obtenido por la técnica PCR para Shigella, la cual fue de 10> UFC/g de
heces. El limite de deteccion por cada uno de estos métodos todavia podrian ser
mejorados a través de la aplicacion de otras variables en la purificacion y concentracion
de los &cidos nucleicos.

Todas las pruebas se realizaron en tres oportunidades para verificar la reproducibilidad
de los resultados, en ninguna de las tres pruebas hubo inhibicion de la técnica PCR para

todas las diluciones.
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Por ejemplo se pueden haber mejorado sensibilidades de PCR, por un previo
enriquecimiento de las muestras de heces en caldos de cultivo, antes de la extraccién de
ADN fecal.

En otro estudio ®”, se usé un método del extraccién usando fenol-cloroformo seguido
por PCR y descubrié desde 10° células/g de heces de Bacteroides fragilis. Fue similar el
hallazgo que detecto 10% a 10° células/g de heces de E.coli enterotoxigénica en otro
estudios realizados. *"2"

La especificidad de la técnica PCR para Shigella, tanto como la técnica Nested-PCR de
un tubo en la identificacion de Salmonella fue muy buena, ya que se puede observar que
no hubo amplificacion de ninguno de los controles negativos: ADN Mycobacterium

tuberculosis, ADN de Salmonellay ADN de E. coli O157:H7.

Por PCR se identificaron 2 pacientes con diarrea causada por Salmonella spp. a
diferencia del coprocultivo que solo encontrd 1. Por lo que la sensibilidad de la técnica

PCR fue mayor en el caso del diagndstico de Salmonella spp.

Otras consideraciones como la facilidad de uso del proceso fecal para PCR incluyen,
costo, y tiempo de realizacion. EI método de extraccién interno podria ser realizado

facilmente y econémicamente con un minimo de tiempo.

Se determind las caracteristicas epidemioldgicas de 103 pacientes nifios con enfermedad
diarreica aguda (Tabla N° 8), donde el mayor nimero de pacientes (82) tuvieron un
agente causal desconocido (C.D.) (79,6%), los pacientes con diarrea causada por
Shigella spp. fueron 19 (18,4%) y el menor nimero de pacientes 2 (1,94%) tuvieron

como agente causal a Salmonella spp.

La frecuencia de EDAs causadas por Shigella spp. son superiores a las encontradas en
un estudio realizado en México D.F. ©®, debido posiblemente a las diferencias socio
econdmicas de estas ciudades, asi por la influencia de otras variables como las
medioambientales.

En el caso de Salmonella spp. el porcentaje de hallazgos es similar a lo encontrado en el

estudio realizado en México D.F. %
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Estos resultados coinciden también con lo realizado por la Direccion de Epidemiologia
de la Argentina “¥, mas difieren completamente en lo encontrado en el Hospital
Universitario de Barcelona ®® en la que en conclusion, los autores afirman que los
agentes enteropatdgenos tales como Campylobacter, Salmonella y Giardia son los méas

frecuentes en el medio estudiado.

Para determinar los factores de riesgo en los pacientes con diarrea aguda causada por
Shigella spp. se utilizé el test estadistico del Chi Cuadrado, parametros basados en Odds
Ratio y Riesgos (Riesgo Relativo).

Se determinaron como caracteristicas clinicas significativas en pacientes con diarrea
causada por Shigella spp. la diferencia en la consistencia de heces (Chi
cuadrado=0,0435) en relacién a los pacientes con diarrea aguda causada por otro agente
etiologico. Estos pacientes presentan heces de consistencia liquida, seguida por la
semiliquida, esto porque Shigella produce al menos dos toxinas, con actividad de
endotoxinas que se denominan ShET1 y ShET2 y serian responsables de la acumulacion
de liquidos en el asa intestinal y de la diarrea acuosa que puede observarse en la fase
inicial de la Shigelosis. ®

También se encontrd como caracteristica clinica la presencia de moco en las heces (Chi
cuadrado= 0.00251518) debido a que el 100% de los pacientes con diarrea causada por
Shigella presentaron moco en sus heces, la cual resulta de la adherencia, e invasion de
células epiteliales de la mucosa del ileon terminal y colon, con inflamacion y ulceracion
de la misma y su posterior eliminacién en las heces. “*

Otra caracteristica clinica estadisticamente significativa fue la presencia de fiebre en los
pacientes con diarrea causada por Shigella (Chi cuadrado= 0.00251518), estando
presente en el 100% de los pacientes, la cual es una respuesta a la inflamacion y
ulceracion de la mucosa intestinal.

Una caracteristica relacionada con la higiene de las madres, que se encontro significativa
fue con que lavan los utensilios de su casa (Chi cuadrado= 0.0096), debido a que las
madres de los pacientes con diarrea causada por Shigella lavan sus utensilios con agua y
jabon a diferencia, de las demas madres que lo hacen con agua y detergente.

La caracteristica mas importante hallada fue la relacionada con la alimentacion habitual
del nifio, en la que las madres que siguen dando de lactar a su nifio (Chi
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cuadrado=0.0033), el cual constituiria un factor de proteccion para los nifios, debido a
que el 79% de las madres de los pacientes con diarrea causada por Shigella, no daban de
lactar a sus hijos.

No se encontraron mas factores de riesgo estadisticamente significativos, porque estos
resultados estadisticos pudieron variar si el numero de pacientes hubiese sido mayor, asi
como también influyo grandemente el que los pacientes con diarrea aguda tienen
similares caracteristicas a los pacientes con diarrea aguda causada por Shigella spp.

Los resultados de las frecuencias de las variables de los pacientes con diarrea aguda
causada por Shigella spp. se muestran en las figuras 27 al 66.

Para el caso de los pacientes con diarrea causada por Salmonella spp. no se pudo
realizar el analisis estadistico debido a que solo dos de los pacientes tenian como agente
causal a Salmonella. Por lo que se sugiere que en futuros estudios se tome una

poblacion mas grande para el estudio epidemioldgico.

En lo nutricional los célculos realizados basados en las curvas de referencia
desarrolladas por la Nacional Center for Helth Statistic (NCHS) (Anexo N° 7), no se
anularon ninguno de los datos de los pacientes por estar fuera de los rangos permitidos.
Para los pacientes con diarrea causada por Shigella spp. los datos entraron dentro de los
rangos de valores aceptables.

El porcentaje de desnutricion en nifios con diarrea causada por Shigella spp. fue del
42.1%, el porcentaje de nifios en riesgo de desnutrir fue del 21,1% y el de nifios no
desnutridos fue del 36.8%. Esto en base al indicador peso edad.

El porcentaje de nifios con desnutricion aguda con diarrea causada por Shigella spp. (P/T
— 2 z score) fue del 21.1% y de nifios con riesgo de desnutricion fue del 26.3 %, nifios
normales en 42% y se observé también problemas de malnutricidn por exceso en 5.3 %
de sobrepeso y 5.3% de obesidad. Figura N° 88.

El porcentaje de nifios con diarrea causada por Shigella spp. con desnutricion cronica o
talla baja (T/E — 2 z score) fue del 15.0 % y de nifios con riesgo de talla baja fue del

36.0% y nifios con talla normal es de 47.4 %.
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Es muy importante determinar la desnutricion infantil porque va asociada a un mayor
riesgo de morbimortalidad por enfermedades infecciosas, pues dafia los mecanismos de
defensa contra los patdgenos bacterianos y virales. ©?

Asimismo se establece un circulo vicioso entre enfermedad y desnutricion, pues la
pérdida de apetito, la pérdida de nutrientes, la malabsorcion lleva a una inadecuada
ingesta dietaria y ésta a mayor pérdida de peso, falla en el crecimiento, mecanismos de
inmunidad alterados y dafio de la mucosa, lo que a su vez conlleva a que la enfermedad
tuviera una mayor duracion y severidad 2.

Los nifios en riesgo de desnutricion podrian mas facilmente caer en la franja de
desnutricion durante los episodios de enfermedad. De alli la importancia de educar a los
padres sobre los cuidados del nifio y la alimentacion adecuada, para prevenir la
desnutricion durante los episodios de diarrea.

Los porcentajes hallados para nifios con desnutricién aguda, cronica, talla baja y riesgo
de desnutrir son bastante elevados en relacion a lo encontrado anteriormente en otros
estudios, aunque estos se realizaron en otros paises. >3

Del total de nifios (103) con EDAs, solo del 24,3 % se obtuvo el peso al nacimiento. La
prevalencia de nifios con bajo peso de nacimiento en este estudio fue del 16 % y de

nifios con antecedentes de peso insuficiente al nacer fue del 32 %.

Por la importancia de contar con datos epidemioldgicos de los pacientes con EDAs, se
realizo el analisis de la frecuencia de las variables en estudio (Ver ANEXO N° 8).

Los pacientes con diarrea aguda, clinicamente presentan las caracteristicas similares a
las establecidas en toda la bibliografia consultada. *# 514 2939.48)

El sexo de los pacientes no ofrece causalidad directa con el desarrollo de la enfermedad,
pero las costumbres sociales que influyen en la crianza de las nifias, hace que se resalte y
se encuentre como factor asociado ®2%. En este estudio se encontré que el mayor
namero de pacientes pertenecieron al sexo masculino 65 (63%), mientras que al sexo
femenino pertenecieron solo 38 (37 %). Esto puede deberse a que los nifios a diferencia
de las nifias son mucho mas traviesos y tienden a meter mas cosas a la boca.

El grupo etareo comprendido entre 21 a 60 meses, fueron los que se presentaron en

mayor numero (62%), con diarrea aguda.
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Este estudio correlaciond con los datos obtenidos en SEDES-Bolivia, sobre la estacion
del tiempo en la que se presentan el mayor nimero de casos de pacientes con diarrea
aguda, como lo es la primavera, con lo que se pudo observar que el mes en el que mas
pacientes asistieron al Hospital por enfermedad diarreica fue el mes de octubre (42%),
debido al aumento de la temperatura en dicho mes por la estacion del tiempo, en cambio
el mes con menos pacientes (3%) fue el mes de agosto por ser un mes en el que la
temperatura aun se mantiene baja. ¢4 2% 4%

El nimero mayor de muestras fecales presentaron una consistencia semiliquida (66%),
asf como la presencia de moco (72%), datos que ya se establecieron anteriormente. ¢ * *
14.29.39.48) Mas con respecto a la presencia de sangre en las heces solo se observo esta en
un 6% de las muestras.

La fiebre es uno de los signos clinicos caracteristicos de los pacientes con diarrea aguda
(L 4.5.14,19. 2939, 43) |3 cyal en este estudio se presento en un 72%. Los vomitos se
presentaron en un 51% de los pacientes y la deshidratacion solo se present6 en el 38%
de los pacientes, como se describe en todos los estudios. (& # 5 14:19.2939,43)

Por tratarse de pacientes con diarrea aguda, la mayor frecuencia de pacientes tuvo
diarrea de 1 a 4 dias hasta su internacién o consulta, asi el mayor nimero de pacientes

presento de 1 a 5 deposiciones por dia.

Con respecto a los datos de la madre esta tenian una edad mayor a 28 afios (58%).

Se encontrd que un 21% de las madres solo realizaron estudios primarios y 22%
realizaron estudios superiores, posiblemente porque la ciudad de El Alto es una ciudad
en desarrollo con una educacion aun deficiente.

Un 60% de las madres tenian como profesion la de ama de casa, lo que nos dice que los
nifios estan al cuidado de la propia madre, aunque este puede ser un resultado falso, ya
gue en la mayoria de los casos las madres por no explicar lo que realmente hacen,
responden que son amas de casa.

El ingreso econdmico que mas se repitid fue el de 500 a 1000 Bs. el cual es bajo para ser
el ingreso de toda una familia, esta es una caracteristica que determina en muchos casos
la calidad de vida de las familias, por lo que hay una deficiente educacion y

alimentacion.



Marcos Ariel Conde Chipana F.C.FB.-UM.S.A 138

La mayoria de las madres (87%) provenian del departamento de La Paz, aunque gran
parte de estas provienen de otras provincias del departamento, lo cual va relacionado con
el bajo nivel de educacion, el bajo ingreso econdémico por consiguiente una mala
alimentacion.

La higiene personal de las madres de los pacientes en estudio, fue deficiente, lo cual nos
Ileva a pensar una mayor probabilidad de transmisién de patégenos entéricos dentro de
la familia. La mayoria de las madres utilizan agua y detergente para el lavado de los
utensilios (80%), asi como también realizan el aseo de su cocina semanalmente (56%).
En muy pocos casos utilizan algun desinfectante en sus alimentos: DG6 en 2% y 4% con

hipoclorito.

La alimentacién de los nifios constituye en el factor mas importante en el desarrollo de
enfermedades diarreicas. Gran parte de las madres (39) no sabe cual puede ser la causa
de la diarrea de su nifio, aunque 8 respondieron que puede ser el yogurt que
consumieron, 7 la leche y 6 la gelatina. Estos alimentos tienden a descomponerse
rapidamente por presentar sustratos Utiles para el desarrollo de los microorganismos.

La lactancia materna es el alimento ideal durante los primeros meses de vida y provee
todos los nutrientes que requieren los nifios durante los primeros seis meses de vida & .
La practica de la lactancia materna es la medida mas efectiva y menos costosa para
evitar las enfermedades infecciosas y la desnutricién durante los primeros meses de vida.
El 51% de las madres sigue dando de lactar a su nifio, lo cual es muy importante para la
proteccion del nifio. Un 67% de los pacientes consumen leche preparada, que como
habiamos indicado anteriormente constituye un alimento que puede contener agentes
infecciosos gastrointestinales.

El lugar de donde adquieren mas los alimentos son los mercados (80), seqguido de las
ferias, los cuales por estar expuestos en su mayoria al aire libre son mas facilmente
contaminables, ademas de que las vendedoras no tienen la higiene mas adecuada.

Los alimentos en su mayoria (83%) son guardados a temperatura ambiente, lo cual
puede promover el desarrollo de los microorganismos. Otro factor importante en el
desarrollo de microorganismos es el recalentamiento de los alimentos, es asi que el 98%

de las madres recalientan los alimentos que les sobran.
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Los alimentos que consumen con mayor frecuencia fueron muy variables, aunque se
puede observar en la Anexo N° 8, que las frutas y las verduras son consumidas
ocasionalmente o en varios casos a diario. Estos alimentos contienen una variedad de

microorganismos que pueden causar diarrea.

De los pacientes en estudio un 53% ya cursaron con diarrea, lo cual nos puede indicar
que estos pacientes estan expuestos constantemente a factores de riesgo. Aunque en la
mayoria de las familias (77%) la enfermedad mas comun es el resfrio, seguido de la
diarrea (10).

La forma en la que responden ante un caso de diarrea las madres, es muy importante
para la recuperacion de los pacientes, por lo que 78 de las madres respondieron que lo
primero que hacen es recurrir al médico, seguido de la reposicion de liquidos (30) ya sea

con mates, agua de arroz o algunas sopas.

El suministro de agua potable y de saneamiento son elementos claves para estrategias de
intervencion dirigidas a disminuir la desnutricion cronica, pues la carencia de estos
elementos estd asociada a mayor numero de episodios de diarrea, parasitosis intestinal,
mayor morbilidad. Solo cinco de las familias no contaba con pila domiciliaria, aunque
este es un servicio basico con el que deben contar todos y seis de las familias no cuenta

con alcantarillado. El 82% de las familias hierve el agua antes de su consumo

Los animales siempre son potenciales vectores de transmision de enfermedades. Las

mascotas que mas tienen las familias del estudio fueron los perros y los gatos.

Para las preguntas del cuestionario no se forzo, ni se indujo a respuestas falsas o
premeditadas a los padres o tutores, aungue no se podria asegurar que todas las madres
respondieron con la verdad, debido a que la cultura de nuestra ciudad induce a ocultar

ciertas problemaéticas personales.
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VII. CONCLUSION

Se optimizé la técnica Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), para el diagndstico
directo de Shigella spp. y Salmonella spp. a partir de muestras fecales.

Para la identificacion de Shigella spp. se optimizo un PCR, con el uso de los primers Sh-
1y el Sh-2 con los que se obtiene un producto de 320 pb de ADN.

Se optimizd un protocolo Nested-PCR de un tubo para la identificacién de Salmonella
spp., el que permitié amplificar el ADN de Salmonella spp. y observar bandas de 526 y
282 pb bien definidas en la corrida electroforética, las cuales fueron iguales a las

obtenidas con el Nested-PCR normal.

La técnica de extraccion de ADN de muestras fecales que nos permitio usar su producto
directamente como plantilla para la amplificacion por PCR, fue el primer método, que

emplea el SDS como detergente y al fenol-cloroformo en la purificacién del ADN.

Los resultados sobre la especificidad de la técnica PCR usando los primers Sh-1 y Sh-2
fueron especificos para las cepas de Shigella, asi como los primers BR-SAL A, BR-
SAL B, BR-SAL IA'y BR-SAL IB lo fueron para las cepas para Salmonella los cuales
no hibridaron con el ADN de otras enterobacterias que fueron utilizadas como controles.
La sensibilidad de la técnica PCR para la identificacion Shigella spp. y el Nested-PCR
de un tubo para la deteccién de Salmonella spp. tienen un limite de deteccion de 10°
UFC/g de heces, en muestras contaminadas con cepas ATCC.

La técnica PCR para el diagnostico de Shigella spp. en pacientes con diarrea aguda,
tiene una sensibilidad y especificidad del 100% en relacion al coprocultivo.

El Nested-PCR de un tubo empleado en el diagndstico de Salmonella tiene una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 99 % en pacientes con diarrea aguda, en
relacion al coprocultivo.

La técnica molecular PCR puede ser empleada en el diagnostico de enfermedades
diarreicas agudas causadas por Salmonella spp. y Shigella spp., por la sensibilidad y
especificidad demostrada anteriormente, asi como también puede ser utilizada en

estudios epidemiologicos, por su facil aplicacion.
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Se determin0 las caracteristicas epidemiologicas de 103 pacientes nifios con enfermedad
diarreica aguda, donde el mayor nimero de pacientes 82 (79,6%) tuvieron un agente
causal desconocido (C.D.), los pacientes con diarrea causada por Shigella spp. fueron 19
(18,4%) y el menor numero de pacientes 2 (1,94%) tuvieron como agente causal a

Salmonella spp.

En los pacientes con diarrea aguda causada por Shigella spp. se encontr6 como
caracteristicas clinicas significativas la diferencia en la consistencia de las. Estos
pacientes presentaban heces en su mayoria de consistencia liquida.

También se encontré como caracteristica clinica la presencia de moco en las heces y la
presencia de fiebre en los pacientes con diarrea causada por Shigella.

Una caracteristica relacionada con la higiene de las madres, que se encontré significativa
fue con que lavan los utensilios de su casa, debido a que las madres de los pacientes con
diarrea causada por Shigella lavan sus utensilios con agua y jabon.

La caracteristica mas importante hallada fue la relacionada con la alimentacion habitual
del nifio, donde los nifios que siguen lactando, no presentaron la enfermedad, el cual
constituiria un factor de proteccién para los nifios, debido a que el 79% de las madres de

los pacientes con diarrea causada por Shigella, no daban de lactar a sus hijos.

El porcentaje de desnutricion en nifios con diarrea causada por Shigella spp. fue del
42.1%, esto en base al indicador peso/edad. El porcentaje de nifios con desnutricion
aguda con diarrea causada por Shigella spp. fue del 21.1%. El porcentaje de nifios con
diarrea causada por Shigella spp. con desnutricion cronica o talla baja fue del 15.0 %.

El nimero de pacientes con diarrea aguda causada por Salmonella no permitié realizar
un analisis estadistico, por lo que se recomienda trabajar en nuevos estudios, con una

poblacion mayor.

Para determinar los factores de riesgo que condicionan la presencia de Salmonella y
Shigella, debe tomarse una poblacion de estudio mas grande, para asi también poder

encontrar una mayor cantidad de pacientes con esta enfermedad.
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El analisis de los factores determinantes para la produccion de diarrea aguda en nifios
menores de cinco afos, sefialan la importancia de la inversion precoz en programas de
salud, nutricion y educacion. Los principales hallazgos fueron:

El sexo se encuentra asociado a la produccidn de diarrea aguda.

La primavera es la estacion en la que mayor numero de pacientes presentaron diarrea
aguda.

Clinicamente se comprob6 como caracteristicas presentes en los pacientes con diarrea
aguda: muestras fecales de consistencia semiliquida, presencia de moco y no asi sangre.
La presencia de fiebre en un 72%, vémitos en un 51% y deshidratacion en un 38%.

Por tratarse de pacientes con diarrea aguda, la mayor frecuencia de pacientes tuvo
diarrea de 1 a 4 dias hasta su internacion o consulta, asi el mayor nimero de pacientes

presento de 1 a 5 deposiciones por dia.

Con respecto a los datos de la madre el mayor porcentaje tienen una edad superior a 28
afios, solo realizaron estudios primarios y tenian como profesion la de ama de casa.
Ademas de provenir del departamento de La Paz, aunque gran parte de estas de otras
provincias del departamento.

La mayoria de las familias tiene un bajo ingreso economico (de 500 a 1000 Bs.)

La higiene personal de las madres de los pacientes en estudio, fue deficiente. El 51% de
las madres sigue dando de lactar a su nifio. El lugar de donde adquieren mas los
alimentos son los mercados. Los alimentos en su mayoria son guardados a temperatura
ambiente. Los alimentos que consumen con mayor frecuencia fueron muy variables,
aunque se puede observar que las frutas y las verduras son consumidas ocasionalmente

0 en varios casos a diario.

De los pacientes en estudio un 53% ya cursaron con diarrea. En la mayoria de las
familias (77%) la enfermedad mas comun es el resfrid, seguido de la diarrea. La mayoria

de las madres acuden al médico ante un caso de diarrea.

Solo cinco de las familias no contaba con pila domiciliaria, ademéas de que se evidencio
gue las mascotas favoritas son los perros y los gatos y solo 6 de los nifios con diarrea

aguda asistian a guarderias.
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IX. ANEXOS ANEXO N°1 ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA

[\ UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICAS
SR8 PruTO DE SERVICIOS DE LAB. DIAGNOSTICO E INVESTIGACION EN SALUD
HOSPITAL MUNICIPAL BOLIVIANO HOLANDES

EPIDEMIOLOGIA DE LAS DIARREAS CAUSADAS POR SALMONELLA SP'Y
SHIGELLA SP EN NINOS DE 6 A 60 MESES

FICHA EPIDEMIOLOGICA N°___ N° HISTORIA CLIiNICA
FECHA:__/ /2004

1. FILIACION

. Nombre y apellidos
. Edad | | Sexo | M
. Direccion de la vivienda | Calle/Av.
.Zona | | 5. Teléfono
1.

. Hipétesis diagnéstica 2.

_F.internacion | | |Peso | g |Tala em [FR| |FC| | T°|
8. Peso nacimiento g. | Parto prematuro Parto a termino

2. DATOS CLINICOS DEL PACIENTE

1. ¢ Qué consistencia presenta las heces? | Liquida Semiliquida Pastosa

1.1. Presencia de moco/flema Sl NO

1.2. Presencia de sangre Sl NO

2. Fiebre Sl NO

3. Vomitos Sl NO

4. Grado de deshidrataciéon | SinDH | | Con DH | Con DH Grave
5.Diuresis las 6 primeras horas | Positiva | Negativa

6. Respuesta a estimulos externo | Reactivo | | No Reactivo

7. Signo del pliegue | < 2 seg | > 2 seg

8. Disminuyo el apetito | S | NO

9. Hace cuantos dias presenta diarrea? | 1-3 | | 4-6 | | 7-10 | >10
10. Nimero de deposicionespordia | 1-5 ]  [6-10 | [10-15 | |>15

11. Recibi6 tratamiento previo [NO| | Qué antibiéticos recibi6
12. Tuvo casos previos de enfermedades diarreicas en este Ultimo semestre |
3. DATOS PERSONALES DE LA MADRE O TUTOR

) anos.
. Ocupacion: | | Ingresos
. Idioma que habla: | CASTELLANO| | AYMARA | |Otro: |

. Grado de instruccion: |  PRIMARIA | | SECUNDARIA| | SUPERIOR |
. Vive: Conpareja | | Sinpareja | | Otro: |

. Procedencia:
. Cuantos embarazos tuvo # de nacidos vivos # de nacidos muertos
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4. HABITOS HIGIENICOS

1. El lavado de las manos lo realiza:

Antes de comer | | Después de comer | | Después de usar el bafio |

Cuando manejabasura | | Antes de manejar el alimento | |

2. Cual considera ser la causa de la diarrea de su nifo:

3. El lavado de los utensilios de la cocina lo realiza con:

Soloagua | | Aguay detergente | | Aguayjabon | |
4. Con qué frecuencia realiza el Diario Semanal Mensual
aseo general de la cocina
5. El lavado de los alimentos lo hace con : Solo agua

5. ALIMENTACION HABITUAL DEL NINO
1. Sigue dando de lactar a su nifio: Si No

2. Si no da de lactar a su nifio, hace cuanto tiempo que no lo hace: |

3. Desde el destete, que alimento prepara para su nifio:

4. Consume su nin@ leche preparada Si No
5. Qué alimentos Hortalizas Frutas Cereales

consume con Vaca Zanahorias Naranja Arroz

frecuencia: Pollo Lechugas Platanos Lentejas

Pescado Repollo Papaya Trigo

Llama Tomate Mandarina Avena

Huevos Espinacas Mango Quinua

¢, Otros? Cuales?
El llenado se lo realizara codificando (O) Ocasional (D) Diario (N) Nunca

6. D6nde adquiere Supermercados Mercados Ferias Tiendas
sus alimentos:

/.Como almacena | Temperatura

; _ i Refrigerados Tapados Embolsados
sus alimentos: ambiente

8. Qué tipo de bebidas le da a su nifio?

9. La comida que sobra como la prepara La come fria La recalienta

6. PERFIL DE SALUD DE LA FAMILIA

6.1. Salud del nifio(a) en general

1. Tuvo casos previos de enfermedades |

2. Estuvo alguna vez hospitalizado ~ [Si | No | Cudl fue el motivo |

3. Cumpli6 con todas las vacunaciones | Si|No | Lade Sarampion | Si | No

6.2. Salud de la familia en general

1. Por cuantos miembros esta constituida |

2. Cuantos hijos tiene? \

3. Cuantos hijos murieron? |

4. Cual es la enfermedad mas frecuente? |

5. En la familia, hubieron muertes por causa de embarazo?
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7. CULTURA EN COMO SOLUCIONA LA FAMILIA UN CASO DE
DIARREA

1. Cuando se presenta un caso de diarrea que medidas toma en general?
a) Recurre a un médico | Si | [Nno | ]

b) Asiste ala Farmacia | Si| | No | | Qué medicamento compra? |
c) Recurre a la medicina naturista? Si No
d) Le suministré suero de rehidratacion oral? : Si No

e) Otros:

8. DATOS AMBIENTALES
8.1. AGUA

1. Procedencia principal de Pila domiciliaria Pozo Vertiente
abastecimiento de agua Pila publica Rio Cisterna

2. Antes de consumir el agua, la hierve: | Si | No
3. Cree que el agua que consume sea la causa de su enfermedad:

8.2. EXCRETAS

Alcantarillado Cielo abierto
1. Donde hace sus necesidades Pozo ciego Otros

8.3. BASURA
1. Existe contenedores de basura cerca de su casa

2. Presencia de animales Perro Gato Conejos

Cerdo Gallina Oveja

8.4 SERVICIO DE SALUD

1. La posta de salud mas cercana a su vivienda se encuentra:

2. Asiste a la guarderia su hijo, :
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ANEXO N° 2

PROTOCOLO MIX NESTED-PCR NORMAL PARA Salmonella spp. (PRIMER
PASO)

Reactivo Descripcion [C] inicial [C] final/tubo | Vol/tubo
uL
Bufffer10X PE Il 10 X 1X 1,25 uL
dNTPs 5 mM clu 5mM 0.2 mM 0,5uL
Primer 1 BR-SAL A 10 uM 0.4 uM 0,5uL
Primer 2 BR-SAL B 10 uM 0.4 uM 0,5uL
Mg CI2 25 mM 2.5 mM 1,25 uL
H,O ddH,0 7,19 uL
Tag AmpliTaq 5 Ul/mL 0.025 Ul/mL 0.625 uL
Volumen Mix 11,25 uL
Volumen Muestra 1,25 uL
Volumen /Tubo 12,5 uL

AMPLIFICACION NESTED-PCR NORMAL PARA Salmonella spp. (PRIMER
PASO)

Temperatura | Tiempo N° Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 °C 5 min
Desnaturalizacion 94 °C 2 min
Ramp
Hibridacion 57 °C 20 seg
Ramp 30 ciclos
Extension 72 °C 1 min
Ramp
Extension final 72 °C 5 min
Conservacion 4°C
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ANEXO N° 3

PROTOCOLO MIX NESTED-PCR NORMAL PARA Salmonella spp. (SEGUNDO

PASO)

Reactivo Descripcion [C] inicial [C] final/tubo | Vol/tubo
uL
Bufffer10X PE Il 10 X 1X 1,25 uL
dNTPs 5 mM clu 5mM 0.2 mM 0,5uL
Primer 3 BR-SAL IA 10 uM 0.4 uM 0,5uL
Primer 4 BR-SAL IB 10 uM 0.4 uM 0,5uL
Mg CI2 25 mM 2.5 mM 1,25 uL
Hzo ddeO 7,19 uL
Tag AmpliTaq 5 Ul/mL 0.025 Ul/mL 0.625 uL
Volumen Mix 11,25 uL
Volumen Muestra 1,25 uL
Volumen /Tubo 12,5 uL

AMPLIFICACION NESTED-PCR NORMAL PARA Salmonella spp. (SEGUNDO

PASO)

Temperatura | Tiempo N° Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 °C 5 min
Desnaturalizacion 94 °C 30 seg
Ramp
Hibridacion 54 °C 1 min
Ramp 20 ciclos
Extension 72 °C 1 min
Ramp
Extension final 72°C 5 min
Conservacion 4°C
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ANEXO N° 4

PROTOCOLO MIX NESTED-PCR DE UN TUBO PARA Salmonella spp.

Reactivo Descripcion [C] inicial [C] final/tubo | Vol/tubo
uL
Bufffer10X PE Il 10 X 1X 1,25 uL
dNTPs 5 mM clu 5mM 0.2 mM 0,5uL
Primer 1 BR-SAL A 10 uM 0.04 uM 0,05 uL
Primer 2 BR-SAL B 10 uM 0.04 uM 0,05 uL
Primer 1 BR-SAL IA 10 uM 0.4 uM 0,5uL
Primer 2 BR-SAL IB 10 uM 0.4 uM 0,5uL
DMSO 100% 5% 0,625 uL
Mg CI2 25 mM 2.5 mM 0,75uL
H,O ddH,0O 6,9 uL
Taq AmpliTag 5 Ul/mL 0.025 Ul/mL 0.125 uL
Volumen Mix 11,25 uL
Volumen Muestra 1,25 uL
Volumen /Tubo 12,5 uL

AMPLIFICACION NESTED-PCR DE UN TUBO PARA Salmonella spp.

Temperatura | Tiempo N° Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 °C 5 min
Desnaturalizacion 94 °C 1 min
Ramp
Hibridacién 60 °C 20 seg
Ramp 30 ciclos
Extension 72 °C 1 min
Ramp
Desnaturalizacion 94 °C 30 seg
Ramp
Hibridacion 50 °C 1 min 20 ciclos
Ramp
Extension 72°C 1 min
Ramp
Extension final 72 °C 3 min
Conservacion indefinida 4°c Para

siempre
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ANEXO N°5

PROTOCOLO MIX-PCR Shigella sp.

Reactivo Descripcion [C] inicial [C] final/tubo | Vol/tubo
uL
Bufffer10X PE Il 10 X 1X 1,25uL
dNTPs 5 mM clu 5mM 0.2 mM 0,5uL
Primer 1 Sh-1 10 uM 0.4 uM 0,5uL
Primer 2 Sh-2 10 uM 0.4 uM 0,5uL
Mg CI2 25 mM 2.5 mM 1,25 uL
H,O ddH,0 7,19 uL
Tag AmpliTaq 5 Ul/mL 0.025 Ul/mL 0.625 uL
Volumen Mix 11,25 uL
Volumen Muestra 1,25 uL
Volumen /Tubo 12,5 uL
AMPLIFICACION PCR PARA Shigella sp.
Temperatura | Tiempo N° Ciclos

Desnaturalizacion inicial 94 °C 5 min

Desnaturalizacion 94 °C 1 min

Ramp

Hibridacion 45 °C 1 min

Ramp 5 ciclos

Extension 72°C 1 min

Ramp

Desnaturalizacion 94 °C 1 min

Ramp

Hibridacion 53°C 1 min 25 ciclos

Ramp

Extension 72°C 1 min

Ramp

Extension final 72 °C 3 min

Conservacion indefinida 4°c Para

siempre
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ANEXO N° 6 EQUIPOS UTILIZADOS EN LA TECNICA PCR

CAMPANA CON LUZ ULTRA VIOLETA PARA LA PREPARACION MIX-PCR
CUARTO BLANCO

TERMOCICLADOR PERKIN ELMER GENE AMP 600 PARA LA
AMPLIFICACION PCR

CUARTO GRIS
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FUENTE DE PODER Y CAMARA DE ELECTROFORESIS HORIZONTAL
PARA SEPARAR LOS AMPLICONES DE ADN
CUARTO NEGRO

TRANSILUMINADOR CON U.V. PARA VISUALIZAR LAS BANDAS DE ADN
Y CAMARA POLAROID
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ANEXO N°7

TABLA DE CRECIMIENTO NCHS

TALLA POR EDAD (T/E)

Desnutricion cronica o Talla Baja: Es el retardo en el crecimiento en talla por edad y

corresponde a un puntaje z T/E por debajo de — 2 DE.
Riesgo de talla baja: z T /E entre -1 y -2 DE

Talla normal: z T/E por encima de — 1 DE

PESO POR TALLA (P/T)

Desnutricion aguda: El peso del nifio es inferior a la esperada para su talla (P/T),

principalmente en el mayor de dos afios. Se refiere al puntaje z P/T por debajo de - 2
DE.

Riesgo de desnutricion: z P/T entre -1y - 2 DE .

Normal: z P/T entre-1y + 1 DE

Sobrepeso: z P/T entre +1y +2 DE
Obesidad: z P/T >+ 2 DE

PESO POR EDAD (P/E)
Desnutricién Global: z Peso/Edad por debajo de — 2 DE

Riesgo de desnutricién: z Peso/Edad entre -1y 2 DE

No desnutrido: z Peso/Edad por encima de — 1 DE
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ANEXO N°8
RESULTADOS PORCENTUALES DE LA ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA DE
LOS PACIENTES CON DIARREA AGUDA

Los resultados obtenidos de la encuesta realizada a todos los pacientes, se presentan en

los siguientes graficos de sectores circulares de porcentajes:

A m6 a 21 meses = 39
1. FILIACION m>21 a 60 meses = 64

FIGURA N° 11. Distribucion porcentual

de pacientes con diarrea aguda segun Edad

La media de la edad de los pacientes fue de 21,2 meses

m Femenino= 38
@ Masculino= 65

FIGURA N° 12, Distribucién porcentual

de pacientes con diarrea aguda segun sexo.

O Agosto =4
| Septiembre = 24
O Octubre = 44

@ Noviembre = 31

FIGURA N° 13. Distribucion porcentual

de pacientes con diarrea aguda segin mes

en el que presentaron el cuadro diarreico.

FIGURA N° 14. Distribucion porcentual 204

de pacientes con diarrea aguda y

B Salmonellasp.=2
O Shigellasp.=19
mO.D.=82

el agente causal de su enfermedad diarreica.

El mayor porcentaje de pacientes con diarrea aguda tuvieron como agente causal de la enfermedad a otros
enteropatogenos diferentes de Salmonella y Shigella o de origen diferente (C.D.), ya que en este trabajo
solo se identifico a aquellas diarreas causadas por Salmonella sp. y Shigella sp. EI menor porcentaje

identificado fue el de Salmonella sp.
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2. DATOS CLINICOS DEL PACIENTE

O Liquida = 18
W Pastosa =19
@ Semiliquida = 66

Distribucion porcentual
de pacientes con diarrea aguda segun

la consistencia de heces que presentaron.

Distribucion porcentual

de pacientes con diarrea aguda segun la

presencia de moco en heces.

mSi=6

Distribucion porcentual
de pacientes con diarrea aguda segun la

presencia de sangre en heces.

Distribucién porcentual mSi=74
. . No =29
de pacientes con diarrea aguda 8o
segun la presencia de fiebre.
mSi=53

Distribucion porcentual

de pacientes con diarrea aguda

segun la presencia vomitos

B Sin DH=64
| Con DH=30
O Con DH Grave =9

Distribucion porcentual

de pacientes con diarrea aguda segun si

presentaron deshidratacién y en que grado
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Distribucion porcentual
de pacientes con diarrea aguda segun

la presencia del signo pliegue

Distribucion porcentual
de pacientes con diarrea aguda segun el
namero de deposiciones que tenian por dia

Distribucion porcentual
de pacientescon diarrea aguda segun el

namero de dias que presentan diarrea.

m<a2Seg=91
m>a2Seg=12

Olab5=66
m6al0do=30

0,
2% mllal5=5

5%

3. RESULTADOS DE LOS DATOS PERSONALES DE LA MADRE O TUTOR

Distribucion porcentual de

Madres y la Profesion que tienen.

Distribucion porcentual de

Madres y su Grado de Instruccion.

Distribucion porcentual de
Madres y la Profesion que tienen

m16a28=43
m>a28=60

| Primaria = 22

W Superior =23

| Otros =13
O Ama de Casa =63

w m Comerciante = 15

O Estudiante = 12
60%

O Secundaria = 58
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Distribucion porcentual
de familias y el ingreso econémico

que tienen por mes

Distribucion porcentual de
Madres y su procedencia

4. HABITOS HIGIENICOS

Frecuencia de madres y

cuando se lavan las manos.

Distribucion porcentual
de madres y con que lavan sus utensilios

de cocina

Distribucion porcentual
de madres y cada cuanto tiempo realizan

el aseo general de su cocina.

Distribucion porcentual

de Madres y con que lavan sus alimentos

1% 2%
%

6%

W 300 a 500 Bs. =22

O >500 a 1000 Bs. =65
W > 1000 a 2000 Bs. =10
O>a2000Bs.=4

O LaPaz =90
m Oruro=2
B Cochabamba =2
OBeni=1
@ Sucre =2
O Potosi=6

90~
75
60-
45
30-
15-

204,4%

2%

| Antes de comer

O Antes de manejar alimento

W Despues de comer

@ Despues de manejar alimentos
@ Despues de usar el bafio

O Agua y Detergente = 82
B Agua y Jabon =19
B Solo Agua =2

80%

m Diario = 26
B Semanal = 57
0O Mensual =20

m DG6 =2
O Hipoclorito = 4
| Solo Agua =97
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| Yogurt
40+ O Leche
| i
Frecuencia de Madres
20+ | Tierra
y cual creen la causa de la diarrea de su hijo @ Pasankalla
10+ | Biberon sucio
@ Otros
0 @ No sabe

5. ALIMENTACION HABITUAL DEL NINO

Distribucion porcentual

de madres y si siguen dando de lactar a su nifio

Distribucion porcentual de

madres y si su nifio consume leche preparada.

1
W Mercados
O Ferias
| Ferias y mercados

Distribucion porcentual

de madres y el lugar de donde adquieren

sus alimentos

1%

®m Embolsados = 1
O Refrigerados = 16
m T° Ambiente = 86

Distribucion porcentual

de madres y la manera en que almacena

sus alimentos

L ., B Lacome fria=2
Distribucion porcentual 2%

B La recalienta = 101

de madres y como preparan sus alimentos

que le sobran
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ALIMENTOS QUE CONSUME CON MAYOR FRECUENCIA

Alimento | Diario | Ocasioén | Nunca| Alimento | Diario| Ocasion | Nunca
Vaca 35 68 0 Naranja 5 71 27
Pollo 7 92 4 Platano 23 75 5

Pescado 1 64 38 Papaya 7 68 28

Huevos 13 85 4 Manzana 4 90 9

Alimento Diario Ocasién | Nunca
Tomate 51 51 1
Lechuga 5 93 5

6. PERFIL DE SALUD DE LA FAMILIA
Distribucion porcentual
de pacientes con diarrea aguda y si tuvieron

casos previos de enfermedades

O Resfrios = 78

| Diarrea =10

O Resfrio y diarrea =7
m Otras =8

8%

Distribucion porcentual
de enfermedades mas comunes que se

presentan en la familia

7. CULTURA DE COMO SOLUCIONA LA FAMILIA UN CASO DE DIARREA

Frecuencia de madres
de pacientes con diarrea aguda y lo que

hacen para solucionar los casos de diarrea

8. DATOS AMBIENTALES

Distribucion porcentual
de familias y la procedencia principal de

abastecimiento de agua

| Va al médico

O Vaalafarmacia
mLe daS.RO.

O Le da més liq.

O Pila Domiciliaria = 97

B Cisterna=1
W Pila Publica =3
ORio=1

W Vertiente = 1
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Distribucion porcentual
de familias y si hierven el agua antes

de consumirla

Distribucion porcentual

de familias y donde hace sus necesidades

Distribucion porcentual

de familias y los animales que tienen

Distribucion porcentual
de pacientes con diarrea aguda que asisten

a la guarderia

80+

60 -

401

20

2%

4%

m Alcantarillado = 97
m Cielo Abierto = 2
O Pozo Ciego = 4

B Perro |
O Gato

m Conejo| |
@ Cerdo
O Gallina

O Oveja

mSi=6
m No = 97




Marcos Ariel Conde Chipana F.C.FB.-UM.S.A 165

ANEXO N°9

RESULTADOS DETERMINACION NUTRICIONAL DE LOS PACIENTE CON

DIARREA AGUDA

CARACTERISTICAS NUTRICIONALES DE LOS PACIENTES EN ESTUDIO.

N° N°

F.E. H.C. FECHA |EDAD |SEXO | P.I. | TALLA|P.N.| HAZ | WAZ | WHZ | FLAG | BMI
1 135766 | 08/08/2004 | 12 2 79| 700 | 29| -152 | -1,56 | -0,60 0 16,12
2 154242 10/08/2004 | 21 1 10,1 860 |34 | 0,27 | -154 | -2,18 0 13,66
3 154883 |11/08/2004 | 12 1 80| 740 |49 | 0,77 | -2,12 | -2,00 0 14,61
4 149629 | 31/08/2004 | 31 1 10,8| 880 | 28| -0,90 | -2,04 | -1,77 0 13,95
7 148220 | 08/09/2004 | 12 1 88| 770 | 23| 034 |-133|-1,78 0 14,84
8 143071 09/09/2004 | 35 2 14,0 910 | 39| -0,60 | 0,03 | 0,58 0 16,91
9 157649|10/09/2004| 8 2 65| 670 | 28| 219 | -1,77 | -3,63 0 11,56
10 [124569|10/09/2004| 15 2 10,0| 78,0 0,08 | -0,22 | -0,25 0 16,44
11 | 156208 |14/09/2004| 7 1 62| 660 | 22| -1,30 | -2,21 | -1,68 0 14,23
12 | 158269 | 14/09/2004| 6 1 56 | 72,0 156 | -2,30 | -4,52 2 10,80
13 [150603|15/09/2004 | 15 1 90| 66,0 | 33| 472 | -1,72 | 2,03 0 20,66
14 158839 |15/09/2004| 13 1 9,7 750 | 32| -0,82 | -0,69 | -0,14 0 17,24
15 61904 |20/09/2004 | 45 1 13,6 90,0 -2,66 | -1,06 | -2,98 0 1,73
16 | 81606 |22/09/2004| 24 1 95| 780 | 29| -2,38 | -253 | -1,05 0 15,61
5 105929 | 03/09/2004 | 16 1 10,8 830 [ 35| 0,88 | -0,25 | -0,81 0 15,68
6 157457 | 08/09/2004 | 38 2 10,0 710 |24 | 643 | -293 | 0,91 1 19,84
17 [117633|22/09/2004| 12 2 80| 70,0 | 31| -152 | -146 | -0,48 0 16,33
18 |157657|24/09/2004| 7 1 74| 660 | 32| -1,30 | -0,97 | -0,01 0 16,99
20 120753 |24/09/2004| 16 2 10,8| 770 | 2,7 | -0,62 | 0,32 | 0,95 0 18,22
21 15934 | 24/09/2004| 6 2 6,7 | 650 -0,35 | -0,58 | -0,38 0 15,86
22 1595 |27/09/2004| 34 1 12,0 92,0 -0,39 | -148 | -1,44 0 14,18
23 142826 |28/09/2004| 6 2 79 640 | 36| -0,73 | 0,75 | 1,68 0 19,29
24 1189361 | 28/09/2004| 24 1 94 | 77,0 -2,70 | -2,62 | -0,94 0 15,85
25 172649 |28/10/2004| 10 1 7,5 | 80,0 240 | -2,08 | -3,97 0 11,72
26 | 159678 | 28/10/2004 | 48 1 14,0 950 -1,87 | -1,42 | -0,37 0 15,51
27 68991 |29/10/2004 | 32 2 13,5| 88,0 -0,84 | 0,06 | 0,72 0 17,43
28 62435 |29/09/2004 | 35 2 11,8 87,0 -168 | -1,47 | -0,43 0 15,59
29 67788 |29/09/2004| 31 1 13,0| 87,0 -1,18 | -0,50 | 0,29 0 17,18
30 |126406 | 30/09/2004| 10 2 89| 730 |36 | 044 | -0,02 | -0,29 0 16,70
31 |127931|01/10/2004| 18 2 80| 77,0 -1,28 | -1,98 | -2,98 0 17,90
38 16523 | 07/10/2004 | 14 2 75| 70,0 -2,29 | -2,31 | -1,10 0 15,31
39 |160946 | 08/10/2004| 9 1 10,6 77,0 1,77 1,37 | 0,35 0 17,88
40 62249 | 08/10/2004 | 34 2 146 900 | 34| -0,68 | -2,56 | -1,98 0 1,85
41 133267 |12/10/2004| 10 1 9,5 | 70,0 -1,37 | -0,04 | 1,14 0 19,39
42 1140332|12/10/2004| 6 2 6,3 | 65,0 -0,35 | -1,04 | -0,94 0 14,91
43 121409 |12/10/2004| 14 2 77| 71,0 -1,94 | -2,12 | -1,16 0 15,27
44 1124005 |13/10/2004| 12 2 79| 73,0 -0,46 | -1,56 | -1,49 0 14,82
45 156648 |12/10/2004| 20 1 10,5] 82,0 -0,71 | -1,09 | -0,93 0 15,62
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46 |161557|13/10/2004| 20 2 9,8 | 83,0 0,04 | -1,16 | -1,53 0 14,23
47 1161646 |13/10/2004| 16 1 90| 74,0 -2,22 | -1,86 | -0,73 0 16,44
48 114736 |14/10/2004| 21 1 13,0 80,0 -159 | 0,76 | 2,14 0 20,31
49 72488 |14/10/2004 | 59 1 ]20,0| 1110 0,35 0,63 | 0,56 0 16,23
32 [154342|01/10/2004| 11 2 78| 71,0 |245| -0,74 | -1,41 | -1,04 0 15,47
33 [133073|01/10/2004| 11 1 10,6 71,0 -1,46 | 0,68 | 2,09 0 21,03
34 160334 |05/10/2005| 13 1 88| 71,0 |29,0| -2,28 | -1,55 | -0,02 0 17,46
36 122323 |04/10/2004 | 12 1 12,8] 810 | 3,7 | 1,82 239 | 1,70 0 19,51
37 50938 | 06/10/2004| 36 1 13,5 930 [ 30| -0,50 | -0,70 | -0,39 0 15,61
50 95374 |15/10/2004 | 26 1 9,0 | 89,0 0,53 | -3,07 | -3,51 0 11,36
52 70745 |15/10/2004 | 28 1 12,0| 88,0 -0,25 | -0,87 | -0,71 0 15,50
52 118709 |18/10/2004| 16 2 10,0 77,0 -0,62 | -0,39 | -0,02 0 16,87
53 |150811|18/10/2004| 6 2 6,8 | 67,0 0,40 | -0,47 | -0,99 0 15,15
54 162388 |19/10/2004| 28 2 8,8 | 96,0 2,38 | -2,98 | -3,40 2 9,55
55 113307 [19/10/2004| 17 1 85| 75,0 -2,17 | -2,42 | -1,64 0 15,11
56 119517 |20/10/2004| 16 2 11,0 78,0 -0,29 | 0,50 | 0,93 0 18,08
57 162349 |20/10/2004| 24 2 9,3 | 76,0 -2,65 | -2,13 | -0,64 0 16,10
58 25097 |21/10/2004 | 45 1 14,7 98,0 -0,73 | -0,81 | -0,39 0 15,31
59 55184 |21/10/2004| 25 1 14,8 95,0 2,65 1,34 | 0,23 0 16,40
60 17266 |21/10/2004 | 33 2 13,0 92,0 0,07 | -0,41 | -0,33 0 15,36
61 |110257|21/10/2004| 17 2 10,2| 78,0 |29,0| -0,63 | -0,38 | -0,02 0 16,77
62 16288 | 25/10/2004 | 12 2 7,5 | 66,0 -2,93 | -1,94 | 0,33 0 17,22
63 73208 |25/10/2004 | 43 1 12,0 95,0 -1,16 | -2,15 | -1,95 0 13,30
64 |162723|26/10/2004| 52 1 14,2| 97,0 -1,91 | -1,60 | -0,59 0 15,09
65 163191 |27/10/2004| 14 1 84 | 67,0 -4,07 | -2,12 | 0,88 0 18,71
66 92792 |27/10/2004 | 13 1 8,2 | 66,0 -4,11 | -2,13 | 1,01 0 18,82
67 |159813|27/10/2004| 17 2 10,2 81,0 0,36 | -0,38 | -0,67 0 15,55
68 |153732|27/10/2004| 6 2 6,5 | 59,0 -2,63 | -0,81 | 1,84 0 18,67
69 |163476|29/10/2004| 24 1 11,0| 84,0 -0,50 | -1,19 | -0,83 0 15,59
70 | 85224 |03/11/2004| 24 2 11,0] 81,0 -1,09 | -0,68 | 0,00 0 16,77
71 96609 |23/09/2004| 20 1 7,3 | 68,0 -5,13 | -3,69 | -0,93 0 15,79
72 1160602 |03/11/2004 | 12 1 8,7 | 70,0 -2,26 | -1,43 | 0,18 0 17,76
73 105466 |03/11/2004| 18 1 95| 76,0 -2,11 | -1,67 | -0,67 0 16,45
74 1106098 | 05/11/2004 | 41 1 14,01 990 | 32| 0,15 | -8,11 | -9,98 0 1,43
75 1164072 |05/11/2004| 6 1 6,8 | 62,0 -2,17 | -1,07 | 0,78 0 17,69
76 | 80903 | 06/10/2004| 26 1 12,0 82,0 -159 | -0,61 | 0,38 0 17,85
77 | 88790 |08/11/2004| 24 1 11,5] 87,0 0,44 | -0,75 | -0,96 0 15,19
78 187450 |28/11/2004| 6 1 6,9 | 61,0 -2,54 | -0,97 | 1,34 0 18,54
79 98200 | 08/11/2004| 24 1 13,0 93,0 2,33 0,39 | -0,80 0 15,03
80 67749 |08/11/2004| 31 1 15,5 95,0 1,06 1,03 | 0,70 0 17,17
81 |143876|09/11/2004| 59 1 ]21,0| 1010 -1,83 | 1,05 | 3,25 0 20,59
82 |135660 |09/11/2004| 36 1 14,0] 93,0 -0,50 | -0,39 | 0,02 0 16,19
83 [164584|11/11/2004| 13 1 95| 80,0 1,01 | -0,88 | -1,64 0 14,84
84 |147717|11/11/2004| 18 2 82| 74,0 -2,26 | -2,24 | -1,39 0 14,97
85 |164878|12/11/2004| 6 1 6,5 | 64,0 -1,42 | -1,38 | -0,46 0 15,87
86 |150483|12/11/2004| 28 1 9,7 | 98,0 2,68 | -2,63 | 4,16 2 10,10
87 |111476|11/11/2004| 17 1 10,7 93,0 3,89 | -0,50 | -2,93 0 12,37
88 [156966|16/11/2004| 19 1 11,5] 80,0 -1,08 | -0,13 | 0,60 0 17,97
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89 [12413016/11/2004| 13 2 95| 740 -0,52 | -0,27 | 0,16 0 17,35
90 |16495016/11/2004| 9 2 8,2 69 -0,99 | -1,99 | -0,89 0 14,25
91 |142377]16/11/2004| 48 2 15,0 102 0,99 |-1,49 | 0,56 0 18,35
92 |165503|18/11/2004 | 23 1 10,0 84,0 -0,85 | -1,84 | -1,90 0 14,17
93 [153320|18/11/2004| 6 2 6,2 | 60,0 -2,25 | -1,16 | 0,96 0 17,22
94 |154812|18/11/2004| 10 1 80| 71,0 -0,99 | -157 | -1,07 0 15,87
95 |165483[19/11/2004| 16 1 95| 820 0,53 | -1,41 | -2,06 0 14,13
96 |165272|23/11/2004| 6 2 6,7 | 65,0 -0,35 | -0,58 | -0,38 0 15,86
97 1114807 |23/11/2004| 30 1 11,2 91,0 0,16 | -1,67 | -1,94 0 13,52
98 [137968|24/11/2004| 55 1 120,5] 100,0 -1,60 | 1,18 | 3,13 0 20,50
99 17546 | 25/11/2004| 9 1 8,5 | 74,0 0,63 | -0,70 | -1,36 0 15,52
100 |166441|26/11/2004| 24 1 95| 77,0 -2,70 | -2,53 | -0,84 0 16,02
101 | 15252 | 24/11/2004| 14 1 9,6 | 75,0 -1,20 | -0,99 | -0,27 0 17,07
102 | 17543 | 25/11/2004| 21 1 10,2| 85,0 -0,04 | -1,46 | -1,88 0 14,12
103 | 167890 | 25/10/2004 | 17 1 8,0 | 76,0 -1,83 | -2,85 | -2,52 0 13,85

N° FE. = Numero de ficha epidemioldgica

N° H.C. = NUmero de historia clinica.

FECHA = Fecha de toma de muestra

EDAD = Edad en meses del paciente.

SEXO = 1: Masculino; 2: Femenino.

P.l. = Peso en el momento de la consulta o internacién del paciente.
TALLA = Talla en el momento de la consulta o internacion del paciente.
P.N. = Peso del paciente en el nacimiento.

HAZ = Puntuaciones z de Altura por la edad.

WAZ= Puntuaciones z de peso por la edad.

WHZ = Puntuaciones z de peso por la altura.

BMI = Indice de Masa Corporal
[ ] =Pacientes con diarrea causada por Shigella sp.

= = Pacientes con diarrea causada por Salmonella sp.

CARACTERIZACION DE NINOS CON DIARREA AGUDA MENORES DE 5 ANOS
SEGUN DIFERENTES VARIABLES

Variable n Promedio
z Peso/Edad 103 -1,1356
z Peso/Talla 103 -0,6447
z Talla/Edad 103 | -0,8093
Peso al nacer 25 3,08125
Edad en meses 103 21,165
Masculino 65

Femenino 38
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Porcentaje

Desnutridos Riesgo de No desnutridos
desnutricion

Estado nutricional de nifios menores de cinco afios de edad por indicador peso/edad.

80

60

40+

Porecentaje

20+

Desnutricion Riesgo de Normal Sobrepeso  Obesos
aguda desnutricion

Estado nutricional de nifios menores de cinco afios de edad por indicador peso/talla.

80

60
2
8
g 401
/5]
a

20

Talla baja Riesgo de talla  Talla normal
baja

Estado nutricional de nifios menores de cinco afios de edad por indicador talla/edad.
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