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RESUMEN

Introduccion:

La enfermedad diarreica aguda (EDA) es la segunda causa de muerte y una de las
principales causas de malnutricion en niflos menores de cinco afios en el mundo;
la de origen infeccioso es frecuente en paises en desarrollo y se asocia a bajos

niveles de saneamiento e higiene personal.

Objetivos:

Identificar microorganismos causantes de EDA por métodos convencionales y
bacterias enteropatdégenas por PCR a partir de materia fecal, en menores de cinco
anos que consultaron a la Unidad Vida Infantil de Turbo-Antioquia, durante el

periodo 2012-2013.

Materiales y métodos:

Estudio de corte transversal con enfoque analitico por comparacion de dos grupos
de niflos menores de 5 afios (EDA vs Sanos). Se aplicd encuesta epidemioldgica y
clinica, y a las muestras de materia fecal se les realiz6 Gram modificado, Ziehl-
Neelsen modificado, coprograma, deteccidén de Rotavirus y Adenovirus, cultivo en
medios bacteriolégicos convencionales y reaccion en cadena de la polimerasa-
PCR para Salmonella spp, Shigella spp, Yersinia spp, Vibrio spp, Aeromonas spp

y Plesiomonas spp.



Resultados:

El estudio incluyé 106 nifios con EDA y 94 sanos. Edad promedio de 18 meses
(rango entre 4 y 59 meses). En 24,5% de los nifios con EDA se encontraron
bacterias enteropatogenas vs 3.2% de los niflos sanos con diferencias
estadisticamente significativas (p= 0.000). Por métodos convencionales se
identificé en el grupo con EDA 13,2% Campylobacter spp y 1% Salmonella spp y
3,6% Campylobacter spp en el grupo sano. A través de PCR se identifico: 9,2%
Shigella spp, 3,1% Salmonella spp, 3,1% Plesiomonas shigelloides y 1% Vibrio

cholerae; todos encontrados en los nifilos con EDA.

Conclusioén

La deteccion de bacterias enteropatdégenas por métodos convencionales junto con
la PCR convencional a partir de materia fecal, es una herramienta util para el
diagndstico de EDA. La PCR ademas de ser un método rapido para el diagnéstico
de la etiologia bacteriana en EDA; permite conocer la epidemiologia en nuestro

medio.

Palabras claves: Enfermedad diarreica aguda, reaccidbn en cadena de la

polimerasa, bacterias, enteropatdgenos.



INTRODUCCION

La enfermedad diarreica aguda (EDA) es una alteracion en el contenido de agua,
volumen o frecuencia de las deposiciones (mayor o igual a 3 deposiciones por dia)
con menos de 14 dias de evolucion (1). A pesar de las estrategias implementadas
a nivel mundial para la reduccion de la mortalidad por diarrea, ésta sigue siendo la
segunda causa de muerte en nifios menores de cinco afos en el mundo (2, 3).
Mas de un billén de episodios de EDA ocurren cada afio en paises en desarrollo,

causando de 2 a 2,5 millones de muertes (4, 5).

En los ultimos afios, la atencion se ha centrado en el estudio de las causas de
diarrea de origen infeccioso, la cual es mas frecuente en paises en desarrollo y se
asocia a poblaciones que carecen de acceso a fuentes de agua potable. Se sabe
que la prevalencia de los diferentes microorganismos, como virus, bacterias y
pardsitos, varia dependiendo del pais o region, por lo que su reconocimiento en el

ambito local es util para el disefio de programas de prevencion y control (6).

La infeccion se adquiere por el consumo de agua o de alimentos contaminados, o
por el contacto persona-persona, como resultado de la falta de medidas higiénicas
adecuadas. Su presentacion clinica varia debido tanto al tipo de hospedero (nifio,
anciano y/o inmunocomprometido), como a la diversidad de agentes etiol6gicos,
como parasitos: Giardia lamblia, Entamoeba histolytica, Cryptosporidium parvum;

virus: Rotavirus, Calicivirus, Astrovirus, Adenovirus, y bacterias: Salmonella spp.,



Shigella spp., Campylobacter spp., Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica,

Escherichia coli enteropatdégenas, entre otros (7).

Antes de 1970, la etiologia de la mayoria de los episodios de diarrea en nifios
menores de 5 afios era desconocida, tanto en paises industrializados como en los
menos desarrollados (8). Sin embargo, desde principios de 1973 se identifico a
Rotavirus como uno de los agentes mas importantes de gastroenteritis en la
primera infancia. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que
alrededor de 440.000 niflos menores de 5 afios mueren al afio debido a la
infeccion producida por Rotavirus en todo el mundo, representando hasta 28% de

las muertes asociadas con gastroenteritis infecciosa (9, 10).

Si bien en las dos Ultimas décadas, la mortalidad infantil estimada por diarrea en el
mundo disminuyé de 4,6 millones a 1,56 millones por afio, Rotavirus sigue siendo
considerado como la principal causa de gastroenteritis grave en la infancia en el
mundo (11); seguido por las bacterias (20 a 30%) (12), las que causan hasta el
60% de las infecciones grastrointestinales en adultos y en nifios que viajan a

regiones tropicales y subtropicales (13).

Desde el punto de vista epidemioldgico, la importancia relativa en la frecuencia de
los diferentes microorganismos enteropatdégenos depende del lugar donde se
realice el estudio. Asi, en estudios realizados en centros de salud o unidades de
rehidratacion, se identifican principalmente Rotavirus, E. coli Enterotoxigénica y
Shigella spp. que causan mas frecuentemente diarreas con deshidratacion u otras

complicaciones. Por el contrario, los estudios prospectivos realizados en



comunidades, identifican muchos casos leves de diarrea que generalmente son
pasados por alto y permiten reconocer portadores sanos con mayor frecuencia
que los estudios realizados en hospitales (14). La prevalencia de patdgenos
detectados también varia de region a region; E.coli Enterotoxigénica es el principal
agente en América Latina, el Caribe, Africa y Asia (30%), mientras que
Campylobacter spp. es la principal causa de diarrea en viajeros que regresan del
Sudeste de Asia. Sin embargo, en aproximadamente el 50% de los casos, el

agente causal sigue siendo desconocido (15).

Se ha demostrado que mientras mas bajos son los niveles de saneamiento e
higiene personal de una poblacion, mayor es la importancia relativa de las
bacterias en la etiologia de las diarreas en comparacién con los virus. Los agentes
bacterianos tienden a mostrar un notable aumento durante los meses calidos del
afo en las zonas donde los cambios estacionales son marcados. En contraste, los
Rotavirus y otros virus, generalmente manifiestan su mayor incidencia en la

estacion mas fria del afio (16).

Los métodos que actualmente se tienen para la deteccibn de patdégenos
gastrointestinales se basan en microscopia, inmunoensayos y cultivos (17), los
resultados pueden variar dependiendo de la técnica pero, en general, se requieren
entre 3-5 dias para excluir la presencia de microorganismos como Campylobacter
spp. y Salmonella spp. (18). Las técnicas moleculares han sido un gran avance de
las cuales la microbiologia se ha beneficiado para desarrollar métodos nuevos de

deteccion de patdégenos. Entre ellas, las técnicas basadas en la amplificacién de



los acidos nucleicos como la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)
proporcionan un método rapido y sensible para la deteccion de patdégenos. Esta
técnica se ha convertido en una herramienta Gtil para el diagndéstico etiolégico en
enfermedad diarreica; ademas, diversos estudios han permitido establecer el uso
de PCR multiple para el diagnostico de origen bacteriano, viral o parasitario (19,
20); lo que ha permitido la deteccion de la mayoria de patdgenos con tiempos de
reporte mas rapido, facilitando la determinacién de un mayor numero de genes de

interés en cada uno de los microorganismos.

En Colombia, estudios realizados por métodos convencionales, han permitido
establecer la prevalencia de los agentes causantes de diarrea en diferentes
regiones del pais, entre los cuales, Manrique-Abril y cols. (2006) encontraron:
Rotavirus 48,1%, Shigella spp. 0,8%, Escherichia coli 13,9%; Campylobacter spp.
2,3%; Giardia lamblia 12,4%; Entamoeba histolytica 7% y 15,5% sin agente causal
(21). Por otra parte, Bernal y cols. (2001) describen frecuencias de Rotavirus
22,1%, Salmonella spp. 9,6%, Ascaris lumbricoides 14%, Entamoeba histolytica
2,3% y Campylobacter spp. 3,0% (22).

En la actualidad no se cuenta en nuestro pais con un estudio por PCR a partir de
materia fecal, que permita establecer la verdadera etiologia bacteriana de los
casos de EDA.

El presente estudio, tuvo como objetivos: Identificar microorganismos causantes
de EDA por métodos convencionales y bacterias enteropatégenas por PCR
convencional a partir de materia fecal y establecer las caracteristicas clinicas y
sociodemogréficas en nifios menores de cinco afios con enfermedad diarreica
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aguda, que consultaron a la Unidad Vida Infantil de Turbo-Antioquia, durante el

periodo 2012-2013.

METODOLOGIA

Se realiz6 un estudio de corte transversal con enfoque analitico por comparacion
de dos grupos (nifios con EDA vs. nifios Sanos), en la Unidad Vida Infantil de la
Universidad de Antioquia y el Hospital Francisco Valderrama de Turbo - Antioquia,
en el periodo de octubre de 2012 a diciembre de 2013. Se incluyeron 200 nifios de
sexo masculino (se excluyeron niflas por la dificultad técnica para separar las
heces de la orina), con edades entre cuatro y cincuenta y nueve meses de edad,
de los cuales 106 presentaron diarrea aguda (duracion menor de 14 dias), historia
de haber presentado por lo menos tres deposiciones liquidas o semiliquidas en las
24 horas anteriores al ingreso y que no hubieran recibido antibiéticos durante los
tres dias previos. El grupo de Sanos se conformé con 94 nifios procedentes de la
misma zona de los nifios con EDA, que al momento de la captacion no tuvieran
diarrea y que no hubieran recibido antibidticos en los ultimos dias, apareados por
edad y sexo. Se excluyeron del estudio los nifios con diarrea asociada a
enfermedades crénicas, desnutricion grave (marasmo o0 kwashiorkor) o nifios con

cuadros clinicos sospechosos de ileo paralitico.

El estudio fue aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Enfermeria de
la Universidad de Antioquia; todos los padres o acudientes de los nifios

participantes firmaron el consentimiento informado.



Proceso de atencidn: Los acudientes de los nifios que cumplieron criterios de
inclusion respondieron una encuesta clinico-epidemiolégica con datos sobre
procedencia, nivel socioecondmico, suministro de agua, tipo de vivienda,
disposicion de excretas y presencia de animales en el hogar. Al momento del
ingreso los nifios fueron evaluados por un médico quién determind el estado
nutricional con base en el peso y en la talla, de acuerdo a los estandares de la
OMS 2006 (23). El estado de hidrataciéon se evalué de acuerdo a los criterios
establecidos por la Estrategia de Atencion Integrada de las Enfermedades

Prevalentes de la Infancia — AIEPI de la OMS (24).

Recoleccién de la informacién: La longitud de los nifios fue determinada con un
infantdbmetro marca seca 417 para los menores de dos afios, y con un tallimetro
marca seca 206 para los mayores de dos afos. El peso de los nifios se determiné
en una balanza electronica marca seca 354 (seca GmbH & Co. KG. Hamburg,
Alemania). La evaluacion del estado nutricional se realiz6 con base en el puntaje Z
del indicador peso/talla utilizando el software WHO anthro v3.1.0 (World Health
Organization). Los niflos fueron categorizados como: sobrepeso/obesidad (>1
desviacién estandar), peso normal (entre -1 y 1 desviacion estandar), riesgo de
bajo peso (entre <-1 y -2 desviaciones estandar) y desnutrido (<-2 desviaciones

estandar).

Toma de muestra: En las primeras horas de atencién el personal auxiliar de
enfermeria o microbiologia tomé una muestra de materia fecal con un pafal

desechable puesto al revés, para evitar que la muestra se absorbiera y eliminar la
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mayor cantidad posible de interferentes, seleccionando la porcidon mas
representativa de esta (moco y/o sangre visibles) en un recipiente de boca ancha
estéril, sin aditivos ni preservantes. Las muestras fueron enviadas al laboratorio

del hospital para su procesamiento dentro de las dos horas siguientes a la toma.

Conservacién y transporte: En el Laboratorio del hospital se procesaron las
muestras para las pruebas convencionales como: deteccion de Rotavirus-
Adenovirus, coprograma, placas para coloraciones, enriquecimiento de materia
fecal y coprocultivo (Ver mas adelante la descripcion de los procedimientos).
Ademas, se almacend materia fecal con etanol (relacién 1:1) en tubos eppendorf a
-4°C para ser enviada al Laboratorio de Investigacion en Infectologia de la
Universidad de Antioquia dentro de las siguientes 24 horas. Los envios de los
cultivos y de la materia fecal se realizaron en neveras con geles refrigerantes que

conservaron las muestras en temperatura entre 2-8°C.

Coloraciones: Se realizé coloracion de Gram modificado a un frotis de heces con
carbol fucsina como colorante de contraste para la visualizacion de formas
bacilares curvas, compatibles con Campylobacter spp. y coloracién de Ziehl-
Neelsen modificado para la visualizacion de Cryptosporidium spp. Con esta
coloracion los ooquistes de las coccidias intestinales se tifien de color rosado

intenso, con bordes definidos, sobre un fondo azul contrastante (25).

Coprograma: se midio el pH en heces con un papel indicador de escala 1-14; se
detectd sangre oculta especifica humana por inmunocromatografia (BioMeérieux

Colombia S.A.S.); se determinaron los azucares reductores con el reactivo de
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Benedict y se realizo el coprolégico por concentracion Miniparasep SF (Apacor
LTD. Distribuido por ROCHE BIOCARE, Colombia), centrifugandose la muestra
con solucion salina a 3.000 rpm. El sedimento se visualizé con lugol y solucion
salina. Se busco la presencia de estructuras parasitarias, leucocitos, eritrocitos y

grasa.

Coprocultivos: se realizaron los cultivos de materia fecal previo enriquecimiento
de la muestra en caldo selenito marca MDM, luego de 4 horas de incubacion se
realiz6 la siembra por extension y agotamiento en medios de cultivo comerciales:
agar Mac Conkey, agar Salmonella-Shigella, agar Hektoen, agar XLD, agar
sangre, agar TCBS (MDM Cientifica. Medellin, Colombia), agar CIN, agar
MacConkey sorbitol, agar Sangre y agar Campylosel (BioMérieux Colombia
S.A.S.). Los microorganismos que se buscaron fueron: Salmonella spp., Shigella
spp., Aeromonas spp., Plesiomonas spp., Vibrio spp., Yersinia spp., Escherichia
coli enterohemorragica y Campylobacter spp. Los cultivos se incubaron a 35°C +/-
2°C y fueron enviados en menos de 24 horas al laboratorio de Investigacion en
Infectologia de la Universidad de Antioquia, donde fueron leidos y reincubados.
Para el analisis de Campylobacter spp., la muestra se envi6 en medio de
transporte Cary-Blair marca MDM, entre 2 y 4°C, y posteriormente se sembré en
agar Campylosel incubdndose a 42°C en microaerofilia por 48 horas (25), (26).
Para la identificacion bioquimica de las bacterias enteropatdogenas se tomaron las
colonias con caracteristicas morfolégicas presuntivas para cada microorganismo
de interés en cada medio selectivo y diferencial, se realizé prueba de oxidasa y

Gram, e identificacién por método automatizado Vitek 2 BioMerieux.
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Deteccién de Rotavirus y Adenovirus: para la deteccion de estos virus se
empled el kit VIKIA Rota-Adeno (BioMérieux Colombia S.A.S.), técnica
inmunocromatografica que permite la deteccion cualitativa de Rotavirus del grupo
Ay Adenovirus (antigeno de género). La muestra migra a lo largo de la membrana
durante diez minutos (tiempo de la prueba); la zona de control sirve para
comprobar que el procedimiento se ha llevado a cabo correctamente. Si las heces
contienen Rotavirus se forman complejos antigeno-anticuerpo con anticuerpos

monoclonales anti-Rotavirus unidos a microesferas de poliestireno (27).

Extraccién de material genético a partir de materia fecal: las heces fueron
almacenadas a -20°C con etanol al 100% inmediatamente después de recogidas.
La extraccion del ADN se realizé a través del kit QIAamp DNA Stool For (QIAGEN)
—ADN purificado a partir de muestra de materia fecal- de acuerdo a indicaciones
del fabricante. El rendimiento de la extraccibn del ADN se determiné por
visualizacion de una banda definida en electroforesis en gel de agarosa preparado
al 1,5% (con buffer TBE 1X y bromuro de etidio al 1%), que se corrié a 90 voltios
por 1 hora, con vehiculo de transmision de corriente buffer TBE 1X vy
posteriormente el ADN se cuantific6 por nanoDrop. Finalmente el ADN extraido se

almacen6 a -80°C hasta su amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa.

Amplificacion por Reaccion en Cadena de la Polimerasa:

Los cebadores para las bacterias enteropatdégenas de interés (Salmonella spp.,
Shigella spp., Yersinia spp., Vibrio spp., Aeromonas spp., Plesiomonas spp. y

Campylobacter spp.) fueron chequeados y modificados de acuerdo a las
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secuencias disponibles en la base de datos NCBI, usando el software Primer3web

version 4.0.0 (Tabla 1).

Se evaluaron por PCR convencional entre 40 y 100 ng/uL de ADN extraidos de
materia fecal, para la identificacion de cada uno de los genes de virulencia de los
diferentes géneros de bacterias enteropatdgenas de interés. Las condiciones para
cada una de las reacciones con un volumen final de 25 uL fueron: 94°C x 5min, 35
Ciclos (94°C x 1min; 53°C x 1min; 72°C x 45 s) 72°C x 5 min. La mezcla de los
reactivos se llevé a cabo asi: 1uL de cada primer (5uM), 15,8uL de agua libre de
endonucleasas, 0,2uL de Taq ADN polimerasa (5 U/uL); 1uL (5mM) de cada:
dATP, dGTP, dCTP, dTTP; 1,5 uL MgClz (25mM) y 2,5uL de Tag-buffer+KCl

(10X).

La reaccion se llevo a cabo en un termociclador Perkin EImer 9700 (PerkinElmer).
Cada ensayo fue realizado simultaneamente empleando como control negativo los
reactivos de la reacciéon y 1uL de agua mQ. Como controles positivos, se
emplearon las siguientes cepas ATCC: Salmonella enterica sub enterica serovar
cholerasius ATCC 10708D-5, Shigella flexneri ATCC12022, Yersinia enterocolitica
ATCC 23715, Aeromonas hydrophila ATCC 49140, Plesiomonas shigelloide ATCC
14029, Campylobacter jejuni sub jejuni ATCC 33291. Vibrio cholerae fue una cepa

donada al laboratorio y confirmada por pruebas bioquimicas.

Los productos obtenidos se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa
preparada al 2% (con buffer TBE 1X y bromuro de etidio al 1%), los cuales fueron

corridos a 90 voltios por 1h y 30min, utilizando como vehiculo de transmision de
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corriente buffer TBE 1X. Se utiliz6 un marcador de peso molecular de 100 - 1500

pb. Las electroforesis fueron visualizadas en el analizador de imagenes Geldoc

(Bio-Rad).

Tabla 1. Cebadores utilizados en las reacciones de PCR.

Secuencias de cebadores y orientacion Cepa GENY FUENTE
TAMANO
New Forward: Modificado en
5-ATAGCCCCATCGTGTAGTCAGAAG-3 Gen ITS 312 este estudio a

New Reverse:

Salmonella spp.

Cromosémico

partir de Park

5-TGCGGTTGGATCACCTCCTT-3’ y col. (2006)

Forward:

5-CTCGGCACGTTTTAATAGTCTGG-3' , ipaH 933 .

Reverse: Shigella spp. plasmidico Vidal y col.

5-GTGGAGAGCTGAAGTTTCTCTGC-3' (2005)

Forward:

5-GTTAATGCTGTCTTCATTTGGAGC-3' Yersinia. VST 145

Reverse: enterocolitica CrOMOS6MIco Gomez-Duarte

5'-GACATCCCAATCACTACTGACTTC-3' y col.(2008)

Forward:

g —AGCAAGAGCATTGTTGTTCCTACC-S Vibrio cholerae RTX-A 120 Gubala (2006)
everse. cromosomico

5-ACTTCCCTGTACCGCACTTAGAC-3'

Forward: Persson

5'-GACTTCGTGCAGATATGGATGCTT-3' Campylobacter hipO 344 y

R ) jejuni . Olsen (2005)
everse. cromosomico

5'-GCTATAACTATCCGAAGAAGCCATCA-3'

Forward:

5-GGCCTTGCGCGATTGTATAT-3' Aeromonas 16S rRNA Trakhna. Fy
Reverse: hydrophila 103 col (2009)
5-GTGGCGGATCATCTTCTCAGA-3’

Forward:

5 -CTCQGAATACCGTAGAGTGCTATCC-3 Plesiomonas Gonzalez-Rey
Reverse: shigelloides 23S rRNA. 283 (2000)
5-CTCCCCTAGCCCAATAACACCTAA A-3' 9

Los productos amplificados y obtenidos para las diferentes bacterias

enteropatdgenas fueron purificados del gel de agarosa usando el kit Gel Extraction

QIAquick (QIAGEN) y se enviaron a secuenciar a la compafiia coreana Macrogen

Inc, por el método Dideoxi.
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Bioinformatica: Para cada una de las secuencias se realiz6 un BLAST de donde
se tomaron los resultados con mejor score, posteriormente se hizo un
alineamiento multiple con los mejores resultados arrojados por el BLAST
implementando el programa T-Coffee; finalmente se construyéo un arbol
filogenético en mega6 implementando el método Neighbor joinig con 5000

repeticiones.

PLAN DE ANALISIS:

Los resultados obtenidos fueron registrados en una base de datos en Microsoft
Access (Microsoft) y analizados en SPSS version 19.0 (IBM Company copyright).
Se realizdé un andlisis univariado para describir la frecuencia de enteropatégenos
en nifos con EDA y en nifios sanos mediante el céalculo de proporciones y

medidas de resumen.

La comparaciéon de grupos para los datos presentados en proporciones, se realizo
a través de las pruebas Chi cuadrado de Pearson y Exacta de Fisher. Se realiz6
analisis por comparacion de grupos para establecer diferencias en la frecuencia de
enteropatdogenos con la prueba Kruskal-Wallis, dado el incumplimiento del
supuesto de normalidad, evaluado con las pruebas Kolmogorov Smirnov con
correccion de la significacion de Lilliefors y Shapiro Wilk. Se considero significativa

toda p<0,05.
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RESULTADOS
Se incluyeron 106 nifios con EDA y 94 nifios sanos de los cuales se procesaron
182 muestras para todas las pruebas convencionales y 191 para las PCR (Figura
1). La edad promedio fue 18 meses (rango entre 4 y 59 meses); 85% eran
menores de dos afos. 86% residian en la zona urbana y 64% tenian antecedentes
de EDA durante los ultimos 12 meses, de los cuales el 70% presentaron entre 1y
3 episodios durante el ultimo afio. El 58,5% de los nifios tuvieron un estado
nutricional normal, 22% sobrepeso/Obesidad, 17% riesgo de bajo peso y 2,5%

desnutricioén.

106 nifios 94 nifos
Edad:4-60 meses Edad:4-60 meses
EDA SANOS

200 muestras de Materia fecal 182 muestras se procesaron para

todas las pruebas

18 muestras se les procesé al menos una las pruebas
*Falta de personal para realizar el procesamiento en Turbo
*Derrame de la muestra durante el envio.

*No disponibilidad o vencimiento de insumos.

l

184 pruebas para Virus
(Inmuno-
cromatografia)

192 pruebas para Parasitos
(coproldgico por
concentracion)

Bacterias
192 coprocultivos
175 coloracion Gram
modificado

Figura 1. Esquema del nimero de pruebas realizadas a las muestras de materia fecal.

191 pruebas para
Bacterias
(PCR
convencional)
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Con relacion al material de construccion de las viviendas, 41,3% de los nifios
habitaban en viviendas con techo de lamina de zinc, 31,8% de teja de barro y
15,8% de teja plastica. El tipo de paredes mas frecuente fue ladrillo 55,4% vy
madera 42,5%. 62,2% de las viviendas tenian pisos de material (concreto o
ceramica), 28,1% de tierra y 9,7% de madera. Las fuentes de agua para el
consumo fueron: acueducto 62,1%, agua lluvia 30,8%, pozo 5,1% vy rio 2,1%. La
disposicion final de basuras fue: carro recolector 83,1%, campo abierto 12,3% y
otros 4,6%. La disposicion de excretas fue: alcantarillado 66,7%, campo abierto
17,9% vy letrina 15,4%. 58,2% de los hogares tenian animales en casa como
perros 28,5%, gatos 18,5%, aves de corral 11% y otros 7%, 22,5% informaron la
presencia de insectos y roedores en las viviendas.

En cuanto a las caracteristicas clinicas de los nifios con EDA, 75,5% tenian
deshidratacion y recibieron Terapia de Rehidratacién Oral (TRO); 90,5% tuvieron
una duracion de los sintomas menor de 7 dias; 51,8% presentaron entre 1-5
deposiciones y 71,7% algun episodio de vomito en las dltimas 24 horas; 59,4%

tuvieron fiebre y 3,8% sangre macroscopica en heces.

Hallazgos microbiolégicos

De las 182 muestras a las que se les realizaron pruebas convencionales, a 90
(49,4%) no se encontraron patégenos que fueran objeto de este estudio (virus,
bacterias, parasitos); a 56 (30,9%) se les encontrg algun tipo de microorganismo;
23 (12,6%) presentaron dos tipos diferentes y 13 (7,1%) presentaron tres 0 mas.
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La frecuencia de gérmenes detectados fueron en su orden: virus (42,1%),

parasitos (39.8%) y bacterias (24,5%).

Al comparar la frecuencia de los tres grupos de microorganismos, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los nifios con EDA y los nifios que
al momento de la captacién no tenian diarrea y se consideraron como sanos

(Tabla 2).
Tabla 2.

Numero y clases de microorganismos encontrados en nifios con EDA y Sanos

EDA (n =93) Sanos (n = 89) .
Ne (%) Ne (%) P

Ningun patégeno 24 (25,8%) 66 (74,2%)
Namero de Un patdgeno 37 (39,8%) 19 (21,3%)
microorganismos Dos patdgenos 21 (22,6%) 2 (2,2%) 0,000

Tres o mas patégenos 11 (11,8%) 2 (2,3%)

Parasitos 39/99 (39,8%) 21/94 (22,3%) 0, 009
Clases de Virus 40/95 (42,1%) 2 (2,2%) 0,000
microorganismos | Bacterias 24198 (24,5%) 3/94 (3.2%) 0.000

* Prueba Chi cuadrado, valor p significativo <0,05.

En el grupo de nifios con EDA se realizaron 95 pruebas para Rotavirus y
Adenovirus, siendo positivas en 48% (29,5% para Rotavirus y 18,9% para
Adenovirus). La presencia de Rotavirus fue significativamente mayor en el grupo
de nifios con EDA y deshidratacion (35,7%) comparado con los que no estaban
deshidratados (12%) (p=0,026) (Tabla 2).
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Se realizaron 192 coprolégicos por concentracion (99 en el grupo de nifios con
EDA y 93 en el grupo de nifios sanos). 39 (39,8%) de los nifios con EDA y 21
(22,3%) de los nifios sanos presentaron parasitos (p= 0,009). Siendo
significativamente méas frecuentes en los nifios con EDA la presencia de Ascaris

lumbricoides (p=0,048) y Blastocystis spp. (p=0,006) (Tabla 3).

La presencia de bacterias enteropatdgenas fue significativamente mayor en los
nifos con EDA que en los nifios sanos (22,4% vs. 3,2%; p=0.000), siendo
Campylobacter spp. la mas frecuente en nifios con EDA (13,2%) y la Unica
bacteria hallada en nifios sanos (3,6%) (p=0,023). Las muestras positivas para
Campylobacter spp. se obtuvieron por coloracion de Gram modificado, todos los
cultivos fueron negativos y no se pudo confirmar por PCR por dificultades para

estandarizar la prueba (ver mas adelante en resultados de biologia molecular).

En el grupo de nifios con EDA solo se obtuvo un coprocultivo positivo para
Salmonella spp. (1%) el cual fue confirmado por PCR, mientras que por el método
molecular se obtuvieron 16 muestras positivas (16,5%) (Tabla 3). Uno de los nifios
con diarrea presentd Salmonella spp. y Shigella spp. en la misma muestra.

Tabla 3.

Frecuencia de microorganismos por grupo EDA vs. Sanos

EDA Sanos
Ne (%) Ne (%) p*
Virus
Rotavirus 28/95(29,5) 2/89 (2,2) 0,000*
Adenovirus 18/95(18,9) 0/89 (0) 0,000*
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Parésitos
Ascaris lumbricoides 15/98 (15,3) 6/94 (6,4) 0,048"
Blastocystis spp. 10/98 (10,2) 1/94 (1,1) 0,006"
Trichuris trichiura 8/98 (8,2) 2/94 (2,1) 0,0602
Giardia intestinalis 7198 (7,1) 8/94(8,5) 0,724
Entamoeba histolytica/dispar 6/98 (6,1) 3/94 (3,2) 0,3372
Entamoeba coli 3/98 (3,1) 3/94 (3,2) 0,9592
Cryptosporidium spp. 2/90 (2,2) 2182 (2,4) 0,9252
lodamoeba butschlii 0/98 (0) 1/94 (1,1) 0,3062P
Endolimax nana 0/98 (0) 3/94 (3,2) 0,0752
Bacterias métodos
convencionales
Coloracion Campylobacter spp. 12/91 (13,2) 3/84 (3,6) 0,023
Coprocultivo Campylobacter spp. 0/80 (0) 0/80 (0) -
Coprocultivo Salmonella spp. 1/99 (1,0) 0/93 (0) 0,3312b
Coprocultivo Shigella spp. 0/99 (0) 0/93 (0) -
Coprocultivo Plesiomonas spp. 0/99 (0) 0/93 (0) -
Coprocultivo Aeromonas spp. 0/99 (0) 0/93 (0) -
Coprocultivo Vibrio spp. 0/99 (0) 0/93 (0) -
Coprocultivo Yersinia spp. 0/99 (0) 0/93 (0) -
Coprocultivo E. coli 0/99 (0) 0/93 (0) -

Bacterias por PCR
Salmonella spp. 3/97 (3,1) 0/94 (0) 0,087
Shigella spp. 9/97 (9,2) 0/94 (0) 0,003*a,b
Plesiomonas shigelloides 3/97 (3,1) 0/94 (0) 0,092
Aeromonas hydrophila 0/97 (0) 0/94 (0) -
Vibrio cholerae 1/97(1,0) 0/94 (0) 0,326
Yersinia enterocolitica 0/97 (0) 0/94 (0) -

*Prueba Chi cuadrado, valor p significativo <0,05.
ay b: Test exacto de Fisher aplicado cuando la muestra a estudiar es demasiado pequefia y no se cumplen
las condiciones necesarias para la aplicacion del test chi?.
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Resultados biologia molecular

En este estudio fueron sintetizados siete pares de cebadores para detectar
algunos genes de virulencia de bacterias enteropatégenas. Para Salmonella spp.
se disefiaron cebadores para el Gen ITS (regién interna espaciadora transcrita de
16S-23S rRNA); para Shigella spp. el gen ipaH (plasmido de invasion antigeno H);
para Yersinia enterocolitica el gen YST (Toxina estable de Yersinia); para Vibrio
cholerae el gen RTX-A (subunidad A de la toxina RTX multifuncional
autoprocesada); para Aeromonas hydrophila el 16S rRNA y Plesiomonas
shigelloides gen 23S rRNA. En la tabla 1 se encuentra la lista de los cebadores
para la amplificacién de estos genes y el tamafio del producto amplificado. Todos
los cebadores fueron analizados en el programa OligoAnalyzer 3.1 Por otra parte,
las secuencias fueron comparadas con otras publicadas para el analisis de
homologias en la base de datos GenBank utilizando el programa BLAST. Como se
muestra en la figura 2A y 2B, los productos amplificados del tamafio esperado
fueron obtenidos durante la estandarizacion de la PCR convencional con cada uno
de los pares de cebadores de las bacterias enteropatégenas. Para confirmar la
identidad de los amplicones, estos se enviaron a secuenciar a Macrogen Inc. Para
Campylobacter jejuni no se logroé obtener un buen crecimiento de la cepa control,
por lo que se obtuvo poco material genético y no fue posible estandarizar la
prueba. La técnica se estandariz6 para seis de las siete bacterias

enteropatogenas.
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M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Estandarizacion de PCR Controles

Salmonella
Pe

c

™M -
c. Shigella o Vibrio Yersinia €~
flexnerii

cholerae enterocolitica

Figura 2. Analisis electroforético de los genes amplificados por PCR durante la estandarizacion de seis
bacterias enteropatdgenas control a partir del cultivo (A): Linea M, marcador de peso molecular (3000 PB);
linea 1, amplicon de 16S rRNA (103pb) Aeromonas hydrophila ATCC 49140; linea 2, control negativo; linea 3,
23S rRNA (283pb) Plesiomonas shigelloides ATCC 14029; linea 4, control negativo; linea 5, ITS (312pb)
Salmonella entérica sub enteric serovar choleraesuis ATCC 10708D-5, linea 6, control negativo; linea 7, ITS
(312pb) Salmonella spp. aislada de paciente a partir de cultivo y confirmada bioguimicamente; linea 8, control
negativo; linea 9, ipaH (933pb)Shigella flexneri ATCC12022 y linea 10, control negativo (B). Linea M,
marcador de peso molecular (3000 PB); linea 1, amplicon de RTX-A (120pb) Vibrio cholerae; linea 2, control
negativo; linea 3, YST (145 pb) Yersinia enterocolitica; linea 4: control negativo.

Una vez se estandarizaron las PCR para cada bacteria enteropatégena, se
corrieron todas las muestras de ADN extraido de materia fecal tanto de los nifios
con EDA (n=97) como de los sanos (n=94).

En la figura 3 se observan resultados de reacciones de PCR para los nifios con
EDA y sanos. Tres (3,1%) nifios con EDA amplificaron para Salmonella entérica,
nueve (9,2%) para Shigella spp., tres (3,1%) para Plesiomonas shigelloides y uno
(1,0%) para Vibrio cholerae y ninguna reaccién positiva para Aeromonas
hydrophila y Yersinia enterocolitica; mientras que en el grupo de los sanos no se

obtuvieron reacciones positivas.
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A
1

M1 2 3 45 6 78 9 10 11 12 13 14 15 16

PCR muestras de pacientes empleando primers para Salmonella entérica
WM 013 014 017 018 019 020 021 022 023 024 025 026 C+ C+ C- C-

Tamaio esperado: 312 pb

M1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

PLR muestras de pacientes empleando primers para Saimonelia enterica

BRI SR

Tamafio esperado: 312 pb
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6

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

PCR muestras de pacientes empleando primers para Shigella flexnerii

076 077 078 079 0s0 081 082 084 086 087 088 089 090 091 092 094 095 C+ C-

Tamafio esperado: 933 pb

M1 2 3 4 5

6

7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19

PCR muestras de pacientes empleando primers para Vibrio cholerae

WM 013 014 017 018 019 020 021 022 023 024 025 026 027 028 031 032 033 (- C+

Tamafio esperado: 120 pb
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M1 23 45678 9 10111213 14 15 16 171819

PCR muestras de pacientes empleando primers para Plesiomonashigelloides

WM 002 003 005 006 007 008 010 O11 012 015 016 058 059 060 061 062 065 Cc- C+

Tamafio esperado: 283 pb

Figura 3. Andlisis electroforético de los genes amplificados para Salmonella entérica, Shigella spp., Vibrio
cholerae y Plesiomonas shigelloides. (A) PCR para Salmonella entérica a partir ADN de materia fecal de
nifios con EDA. Linea M, marcador de peso molecular (3000 PB); linea 1, amplicon muy tenue de; linea 2, 3,
4, 5, negativos; linea 6, banda intensa; linea 7,8,9,10,11,12, negativos; linea 13 y 14 control Salmonella
entérica sub enterica serovariedad choleraesuis; linea 15 y 16; control negativo. (B). Linea M, marcador de
peso molecular (3000 PB); linea 1, 2, 3, 4, 5, negativos; linea 6, banda moderadamente intensa; linea
7,8,9,10,11,12, 13,14, 15,16, 17 , negativos; linea 18 control Salmonella entérica sub enteric serovar
cholerasius; linea 19,control negativo. (C) PCR para Shigella spp. Linea M, marcador de peso molecular
(3000 PB); linea 7,10 y 13, amplicén para ipaH (933pb) de Shigella spp; lineas 1, 2, 3, 4, 5,6,8,9,11,
12,14,15,16,17 negativos; linea 18, control Shigella flexneri ATCC12022 y linea 19, control negativo. (D).PCR
para Vibrio cholerae. Linea M, marcador de peso molecular (3000 PB); linea 7 positivo para RTX-A (120pb),
lineas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9,10, 11,12,13,14,15,16,17 negativos; linea 18, control negativo y linea 19, control
positivo de Vibrio cholerae. (E). PCR para Plesiomonas shigelloides. Linea M, marcador de peso molecular
(3000 PB); linea 5,10,12 positivo para 23S rRNA (283pb); lineas 1, 2, 3, 4, 6,7, 8, 9,11,13,14,15,16,17
negativos; linea 18, control negativo y linea 19, control positivo para Plesiomonas shigelloide ATCC 14029.

Bioinformatica:

Salmonella spp.

Salmonella spp. de la muestra 13 del grupo de nifios con EDA, presentdé un
porcentaje de identidad del 91% al compararse con Salmonella en las bases de
datos. Todas los aislados fueron de Salmonella entérica subespecie entérica

serovariedad Enteritidis.
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Por el contrario, la cepa de Salmonella spp. de la muestra 20 del grupo de nifios
con EDA se relacioné con Salmonella entérica subespecie entérica serotipo
Typhimurium al compararlo con las reportadas en la base de datos con un
porcentaje de identidad del 99%. Estos datos se relacionan con los serotipos que
frecuentemente se asocian a infecciones en el hombre Enteritidis (38%) y
Typhimurium (22%) y con los registros del Instituto Nacional de Salud para el afio

2013: 254 casos (23,6%) y 378 casos (35,1%) respectivamente.

Salmonella_3 enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis str. SC-B67

Salmonella_4 enterica subsp. enterica serovar Tennessee str. TXSC_TXSCO08-19
79 | Salmonella_2 enterica subsp. enterica serovar Paratyphi C strain RKS4594

Salmonella_1 enterica subsp. enterica serovar Typhimurium str. U288

Salmonella enterica subsp. enterica Serovar Cubana str. CFSANO002050

Salmonella_control

Salmonella2_paciente_020

Salmonellal_paciente_013

Figura 4. Arbol filogenético para Salmonella spp. Se alinearon las secuencias de la cepa
Salmonella enterica sub enterica serotipo cholerasius ATCC 10708D-5, 5 cepas reportadas en
bases de datos v dos aislados de pacientes.

Los aislados de este estudio se relacionan mas con la cepa control que con las
demas secuencias reportadas en otras partes del mundo. Sin embargo, entre los
aislados obtenidos en esta investigacion no se tiene una relacion filogenética
(figura 4).

Shigella spp.

Se interpretaron 7 de 9 cromatogramas de Shigella spp. obtenidos en muestras
del grupo de nifios con EDA, y el cromatograma de la cepa control Shigella flexneri

ATCC12022 encontrandose que en el BLAST se relacionaron con los cuatro
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serotipos: Shigella sonnei, Shigella dysenteriae, Shigella boydi y Shigella flexneri,
adicionalmente, las cepas de las muestras del grupo de nifilos con EDA se

relacionaron con una cepa de E. coli 53638 plasmid p53638 226 (figura 5).

Shigella3_paciente_035
9| Shigella6_paciente_053

— Shigella7_paciente_082
Shigella8_paciente_087

49
[| Shigella9_paciente_090

37 gi_188501074_gb_CP001064.1_Escherichia coli 53638 plasmid p53638_226

gi_281599365_gb_CP001383.1_Shigella_flexneri 2002017

70 Shigella_boydii invasion plasmid antigen (ipaH6) gene

93 gi_81239530_gb_CP000034.1_Shigella_dysenteriae Sd197

41 Shigella_control

51 Shigella_flexneri 5 str. 8401

— Shigella5_paciente_044

Shigella4_paciente_037

e

0.01

Figura 5. Arbol filogenético para Shigella spp. Se alinearon las secuencias de la cepa Shigella flexneri
ATCC12022, 4 aislados reportadas en bases de datos y 7 aislados de pacientes.

Vibrio spp.

El BLAST de las secuencias de la cepa control y la Gnica muestra positiva para
Vibrio spp, se relacionaron solo con Vibrio cholerae con un porcentaje de identidad
del 96 y 98%.

gi_227011820_gb_CP001235.1_Vibrio cholerae O395

gi_227008125_gb|CP001233.1_Vibrio cholerae M66-2
68

gi_327482915_gb_CP002555.1_Vibrio cholerae LMA3894-4

gi_356645562_gb|CP003069.1_Vibrio cholerae O1 str. 2010EL-1786

gi_378793418_gb_CP003330.1_Vibrio cholerae IEC224

Vibrio_control_fw

Vibriol_paciente_021_fw

0.002
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Figura 6. Arbol filogenético para Vibrio cholerae. Se alinearon las secuencias de la cepa control
identificada por perfil bioquimico, cinco cepas de base de datos y una muestra positiva
procedente de un nifio con EDA.

La muestra de Vibrio cholerae obtenida en este estudio se agrupd con la cepa
control y no con las reportadas en la base de datos. Colombia para el 2013,

notificd un total de 16 casos sospechosos para esta bacteria de los cuéles el 100
% fueron descartados por laboratorio. (Figura 6).

Hallazgos epidemiol6gicos

De los nifios que vivian en casas con piso de material, 22,1% relataron no haber
tenido antecedente de EDA en el dltimo afio y en 59,8% no se hall6 ningun
microorganismo. Por el contrario, 94,7% de los nifios que vivian en casas con piso
de madera y 96,4% con piso de tierra, tenian historia de uno o mas episodios de
EDA en el ultimo afio (p=0,007) y alrededor del 70% de ellos presentaron uno o
mas microorganismos (p=0,001). En los nifios de casas con piso de tierra se
encontr6 mas cantidad de microorganismos con mayor frecuencia de parasitos

(45,1%; p=0,043) (Tabla 4).

Tabla 4.
Comparaciéon de las caracteristicas del piso de la vivienda de nifios con

diarrea y sanos con los diferentes microorganismos.

Piso Vivienda

Madera Material Tierra

29



Caracteristicas Ne (%) Ne (%) Ne (%) P

Presencia de microorganismos

Ninguno 5 (31,3) 67 (59,8) 12 (24,5)

Uno 8 (50) 31 (27.7) 16 (32,7)

Dos 3(18,7) 8(7,1) 14 (28,6)

0,001%ab

Tres o0 mas 0 (0) 6 (5,4) 7 (14,2)
Presencia de virus 8/17 (47,1) 21/114 (18,4) 13/49 (26,5) 0,028
Presencia de bacterias 2/18 (11,1) 9/119 (7,6) 17/51 (33,3) 0,000"2
Presencia de parésitos 4/18 (22,2) 32/119 (26,9) 23/51 (45,1) 0,043
Antecedentes de EDA en el Gltimo afio

Ningln episodio 1(5,3) 27 (22,1) 2 (3,6)

1-3 episodios 13 (68,4) 82 (67,2) 44 (80) 0,007"a

mas de tres episodios 5(26,3) 13 (10,7) 9 (16,4)

*Prueba Chi cuadrado, valor p significativo <0,05.
ay b: Test exacto de Fisher aplicado cuando la muestra a estudiar es demasiado pequefia y no se cumplen
las condiciones necesarias para la aplicacion del test chi?.

En cuanto a las fuentes de agua, 25% de los nifios que consumian agua de
acueducto no relataron antecedentes de EDA y en 62,7% no se encontro
presencia de microorganismos, mientras que 100% de los que se abastecian de
otras fuentes (rio, pozo y/o lluvia) presentaron uno o mas episodios en el Gltimo
afo (p=0,001) y 77,3% presentaron uno 0 mas microorganismos (p=0,000);

encontrandose 33,8% de virus, 26,8% de bacterias y 42,8% de parésitos.

Discusion
La Enfermedad diarreica aguda en menores de cinco afios continla siendo un

problema de salud publica, en donde los mas afectados son los nifios menores de
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dos afios. En Colombia, segun el boletin epidemiolégico, para 2013 (semana 52)
se notificaron 2,744,246 casos con una incidencia de morbilidad de 58,24 por 1000
habitantes y un aumento del 7,57% con relacion al afio anterior. Asi mismo, se
notificaron 105 casos de muertes por EDA en menores de 5 afios. La principal
causa de diarrea en niflos es infecciosa; sin embargo, no siempre se logra
establecer el agente causal. En una revision sistematica publicada en 2013 por
LAnata CF y cols., se estimO, que en 66% de los casos de diarrea se pudo
identificar patdgenos a través de técnicas convencionales y moleculares (10); en
Vietnam (2006) en 67,3% se identific6 un patdgeno potencial por medio de
pruebas convencionales, inmunoensayos y moleculares (28); en Mozambique
(2007) al menos un patdgeno fue aislado en 42,2% por medio de cultivos y PCR
(29); en Tunja (2006) en 84,5% de casos se identificd el agente causal utilizando
técnicas convencionales (21). El alto rendimiento observado en estos estudios
esta dado principalmente por las pruebas diagnésticas disponibles para virus y
parasitos, pero para el diagnostico de bacterias enteropatdgenas el rendimiento es
menor con las pruebas convencionales. En este estudio, combinando pruebas
diagnosticas convencionales y moleculares, se obtuvo al menos un
microorganismo en el 71,3% y bacterias en el 22,4% de las pruebas realizadas al

grupo de nifios con EDA.

Al Jarousha AM, y col. en 2011, en un estudio de casos y controles (300 nifios con
EDA y 165 nifios sanos) identificaron bacterias por métodos convencionales en el
31% de los casos con EDA y en 8% de los controles. Las bacterias que se

encontraron fueron: E. coli Enterohemorragica 8,3%, Shigella spp. 6,7%,
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Campylobacter jejuni 5%, Salmonella spp. 4%, Yersinia enterocolitica 2,7%,
Aeromonas spp. 4,7% y Plesiomonas spp. 1,3%. Shigella spp. y Salmonella spp.

se asociaron estadisticamente con diarrea (p<0,05) (6).

Por otra parte, Randremanana, R. y cols. en Madagascar (2012), en un estudio de
2,196 nifios con EDA y 496 nifios sanos, encontraron patdgenos intestinales en el
54,6% en el grupo con EDA, siendo mas frecuentes los parasitos 36,5%, cepas de
E.coli patégena 13,6%, Campylobacter spp. 9,7% y Rotavirus 6,7%, Salmonella

spp 1,6% y Shigella spp en 1,7% (30).

En este estudio se encontr6 Campylobacter spp. a partir de la coloracion de Gram
modificado en el 13,2% de los nifios con EDA y 3,6% de los nifios sanos, y
Salmonella spp. por coprocultivo 1%. Por PCR se detectd la presencia de
bacterias enteropatogenas de interés para este estudio, en 16,5% de los casos
con EDA. Campylobacter spp. y Shigella spp. se asociaron estadisticamente con
diarrea (p=0,023 y 0,003 respectivamente). Por otra parte, no se encontré ninguna
correlacion entre el cultivo y la coloracion para Campylobacter spp.; su prevalencia
varia entre las distintas areas pero la mayoria de los casos se presenta en nifios
menores de 24 meses de edad. Campylobacter spp. también puede presentarse
de forma asintomatica y esto explica por qué fue la Unica bacteria hallada en el

grupo de nifios sanos (31, 32).

Salmonella spp. se detecté en tres muestras por PCR y solo en una por cultivo
que fue confirmada por la técnica molecular, mostrando mayor sensibilidad de esta
prueba para la deteccion de Salmonella spp., contrario a lo que han publicado
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otros estudios. Sin embargo, la deteccion de esta bacteria por PCR ha sido menos

sensible que el cultivo en otros estudios (18).

Se encontrd Vibrio cholerae (1%) por PCR en un nifio de 13 meses con EDA y
deshidratacion, diarrea liquida sin sangre de 3 dias de evolucion, nueve
deposiciones en 24 horas, vomito, afebril, con riesgo de bajo peso y procedente de
la zona rural. Esto sugiere la presencia de este patdgeno en la zona de Uraba
donde se realizo el estudio, llama la atencién que segun el boletin epidemiolégico
de Colombia de 2013, de los 16 casos notificados como sospechosos de colera, el
100% fueron descartados por laboratorio (Instituto, 2013, Boletin epidemioldgico
semanal. Subdireccién de vigilancia y control en salud publica). Referencia del

boletin

Las secuencias obtenidas a partir de los amplicones de Shigella spp., sugieren la
posibilidad de una reaccién cruzada con E. coli Enteroinvasiva-ECEI. Para
solucionar esto, se requiere de la combinacion de al menos dos genes de
virulencia que permitan confirmar la identificacién de Shigella spp. pero también, la
presencia de ECEI. La cepa de Escherichia coli fue reportada en 1982 por
Sansonetti, P. J y cols, Instituto Pasteur (33). La evolucion de Escherichia coli
hacia la patogenicidad representa un modelo para la enorme versatilidad de esta
bacteria, causando una amplia variedad de enfermedades. La adquisicion de
genes de virulencia por transferencia horizontal ha jugado un papel importante en
la evolucién de las cepas de E. coli patdgenas. Determinantes de virulencia han

sido adquiridos por plasmidos, bacteriéfagos, transposones o islas de
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patogenicidad. E. coli Enteroinvasiva (EIEC) y Shigella spp. probablemente
comparten un plasmido de 220 - 260 kb (pINV) que contiene todos los genes
necesarios para la invasion y la diseminacion intracelular y que fue adquirido por
E. coli. pINVs aislados a partir de cepas de Shigella y ECEIl comparten amplias

regiones de alta homologia estructural y funcional (34).

El principal agente infeccioso asociado a EDA es Rotavirus, el cual produce
diarrea con deshidratacion y aumenta el riesgo de morbi-mortalidad en este grupo
de edad. En este estudio, se detectd Rotavirus en 32,1% de los nifilos menores de
dos afios y en 35,7% de los deshidratados. Nguyen y cols en 2006, describen una
prevalencia de Rotavirus de 51.1% en la misma poblacion (28); en Colombia,
segun el informe epidemiologico de EDA e infeccién por Rotavirus en 2003, se
encontré6 que 70% (332/463) de las pruebas positivas para Rotavirus se
presentaron en niflos menores de 24 meses, el porcentaje fue mayor en nifios
hospitalizados por diarrea con deshidratacion (51%), que en los nifios captados
simultAneamente por diarrea pero que no presentaban deshidratacién (35%) (35).
En un estudio previo realizado por nuestro grupo en la misma zona en 2001, se
encontré una prevalencia de Rotavirus en 22.1% en menores de cinco afios (22).

Otro grupo de microorganismos causantes de EDA son los parasitos,
Mandomando y cols (Mozambique-2007) reportaron una prevalencia de 14,4% en
nifios con diarrea, principalmente: Ascaris lumbricoides (9,3%), Giardia lamblia
(2,5%) y Strongyloides stercolaris (1%) (29). Manrique-Abril y cols (Colombia-

2006) reportaron Giardia lamblia (12,4%) y Entamoeba histolytica (7%) (21). En
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este estudio se encontré que 39,4% de los nifios con diarrea tenian parasitos; Al
comparar las frecuencias encontradas en este estudio con el realizado en 2001 en
la misma poblacién, se detectd mayor frecuencia actual de Giardia intestinalis
(7,1% vs 5,8%), Entamoeba histolytica (6,1% vs 2,3%) y la presencia de
Blastocystis spp. (10,2%) no descrita en 2001. En nifilos sanos se encontraron los
mismos parésitos con frecuencias menores, pero Giardia intestinalis en mayor
proporcion (8,5%). También se observd que las coinfecciones en nifios con EDA
fueron mas frecuentes (31%) que en nifios sanos (4,5%). Investigaciones previas
en Mozambique reportaron una frecuencia de coinfeccién de 10,6% y en Vietnam

de 13,5% vs 0,8% en el grupo control (28, 29).

El bajo rendimiento en la identificacion de bacterias por métodos convencionales
observado en este estudio comparado con el reportado por Bonkoungou, I. J. y
cols. en 2013, en donde méas del 30% de nifios con EDA tuvieron bacterias
enteropatdgenas, podria deberse al uso de antibidticos antes de obtener la
muestra de heces (no informado por los padres), a otras infecciones adn no
identificadas, a los patotipos de E.coli no buscados, a causas no infecciosas de

diarrea o a la baja sensibilidad de las técnicas empleadas.

La alta prevalencia de coinfeccion observada en los nifios con diarrea dificulta
establecer una relacion causal con algun microorganismo y su relaciéon con la
presentacion clinica de la enfermedad, pero sugieren deficiencias en las

condiciones higiénico-sanitarias de la vivienda, tales como el material del piso, la
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disposicion de agua potable para el consumo, la disposicion de basuras y
excretas, el bajo nivel de educacion de las madres y el lavado de manos antes de
alimentar a los niflos (28). Estudios realizados en Colombia, establecen otros
factores de riesgo para complicaciones por EDA como el desconocimiento de la
madre sobre la enfermedad diarreica (OR=4,05; IC: 2,21-7,46), el desconocimiento
de los signos de deshidratacion (OR=18,26; IC: 8,78-38,72), y el bajo peso al
nacer (OR=6,07; IC: 3,07-12,13) (35). Los factores de riesgo epidemiologicos que
se encontraron en este estudio con asociacion significativa a la presencia de
coinfeccién y antecedentes de varios episodios de diarrea fueron el piso de la
vivienda (tierra 0 madera) y el consumo de agua no potable (rio, pozo y/o lluvia).
El problema de la eliminacién de heces también ha sido investigado en muchos
otros estudios y su adecuada disposicion es considerada una de las principales
barreras para la transmision de patdgenos entéricos, en este estudio no se
encontraron asociaciones estadisticamente significativas con la disposicion de
basuras y excretas, lo que sugiere que las condiciones que ponen en mayor riesgo

de enfermedad diarreica son las intradomiciliarias.

En conclusién, la frecuencia de microorganismos enteropatdégenos encontrados en
esta poblacién sigue siendo alta comparado con el estudio realizado en 2001, a
pesar del mejoramiento de las condiciones de acueducto y alcantarillado en la
zona; lo que sugiere que muchos de estos agentes infecciosos siguen siendo
endémicos en la zona. Aunque se detecté mayor cantidad de microorganismos en

nifios con EDA, es dificil establecer el verdadero papel patégeno de estos, ya que
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también se encontraron en nifios sanos. La deteccion de agentes infecciosos en
menores de dos afos indica que la exposicidn a estos microorganismos se
presenta desde muy temprana edad, favoreciendo el aumento en el nimero de

episodios de diarrea y el riesgo de desnutricion.

Las diferencias observadas en las frecuencias de los microorganismos en los
estudios a nivel mundial con los observados en esta investigacion, estan dadas
principalmente por la region demogréfica, el nivel de desarrollo del pais, la
vacunacion y las técnicas empleadas para la blusqueda de estos

microorganismos.

La combinacion de técnicas convencionales y moleculares contribuyen a una
mejor caracterizacion de la epidemiologia de la EDA en nuestro medio y a la

determinacién de las fuentes de infeccidén y su correlacion con la clinica.

Limitaciones

En este estudio se tienen limitaciones para estimar la sensibilidad y la
especificidad de la prueba, debido a las dificultades en el rendimiento de la prueba

de referencia (cultivo) y al tamafio de la muestra estudiada.

Aungue se sintetizaron los cebadores para Campylobacter spp., ésta no se pudo

incluir en el estudio por la dificultad que se presentd para estandarizar la prueba,
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debido a que no se logré obtener el crecimiento de la cepa control a partir de
muestras aisladas en el laboratorio, ya que los medios selectivos para
Campylobacter spp. son de dificil consecucion y no los tenemos disponibles en el
pais. Estudios publicados por Gary N. y cols. (2013) y Besséde E. y cols (2011)
muestran que la PCR para Campylobacter spp. tiene un buen desempefio en

comparacion con el cultivo (36, 37).
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