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RESUMEN

Por medio de la investigacion realizada a 57 nifios/as de cero a cinco afios con
cuadro diarreico que asistieron al servicio de Rehidratacion Oral en el Hospital Nacional
San Juan de Dios de la ciudad de San Miguel en el periodo comprendido de julio a
septiembre de 2006; Se comprobd que la Escherichia coli O157;H7 no es la principal

causante de cuadro diarreico en la poblacion infantil ya que no se presento caso alguno.

Para el arreglo de los datos se utilizaron tablas de frecuencias donde se comprob6
que el 100% de ninos/as que presentaron diarrea no fue por Escherichia coli O157:H7;
razon por la cual se rechazé la hipotesis de investigacion que enuncia lo siguiente: La
poblacion infantil de 0 — 5 afos que asisten al servicio de Rehidratacién Oral en el
Hospital Nacional San Juan de Dios que presentan cuadro diarreico se debe a
Escherichia coli enterohemorragica O157:H7; por lo que se acepta la hipotesis nula

que establece lo contrario.

Se aplicé un disefio factorial en un arreglo de bloques al azar y un analisis de
varianza a los resultados obtenidos en los coprocultivos realizados a la poblacion
infantil. Donde se comprobd que existen otras bacterias como la Escherichia coli y la
Shigella que provocan diarrea en los nifos/as de cero a cinco afios, donde la
Escherichia coli fue la que se aislé con mayor frecuencia presentando una media de 5.6
y un alto grado de significacion; la Shigella se presentd un menor proporcion con una

media de 0.3 no presentando significacion alguna.

Por lo antes mencionado se acepto la hipotesis alternativa que plasma lo siguiente:
La poblacion infantil de 0 — 5 afios que asisten al servicio de Rehidratacion Oral del
Hospital Nacional San Juan de Dios de la ciudad de San Miguel presentan cuadro
diarreico debido a bacterias como la Shigella y Salmonella 'y otros tipos de Escherichia

coli.
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En el estudio se observo que el sexo y la edad no son factores predisponentes para
que los nifios/as presenten diarrea por alguna de las bacterias antes mencionadas ya que
estas pueden afectar ya sea al sexo femenino como al sexo masculino y a cualquier

edad.

Al final se obtuvo un 63.16% de casos positivos a Escherichia coli y Shigella y un

36.84% de nifios/as que no presentaron ninguna bacteria patdgena
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INTRODUCCION

La Escherichia coli forma parte de la flora habitual del intestino del hombre y de los
animales; dentro de esta especie bacteriana existen diversos serotipos capaces de
producir enfermedad tanto en las personas como en los animales. La Escherichia coli
enterohemorragica O157;H7 es uno de tantos serotipos patogenos para la humanidad y
afecta principalmente a la poblacién infantil y personas inmunocomprometidas
produciendo una serie de complicaciones como el Sindrome Urémico Hemolitico el cual

es capaz de producir dafios severos e incluso la muerte.

La patogenia de esta bacteria es debido a la liberacion de toxinas las cuales se

adhieren al intestino provocando una serie de signos y sintomas en la persona afectada.

La inclinacion por este estudio se centrd en determinar la incidencia de Escherichia
coli enterohemorrdgica O157;H7 en la poblacion infantil de 0 a 5 afios con cuadro
diarreico que asisten al servicio de Rehidratacion Oral del Hospital Nacional San Juan

de Dios de la ciudad de San Miguel en el periodo de julio a septiembre de 2006.

En este documento se presentan los resultados de la investigacion; para ello se ha

estructurado en seis capitulos los cuales se describen a continuacion:

En el capitulo uno se presenta el planteamiento del problema que comprende los
antecedentes de como el fendmeno se ha estado desarrollando durante el ultimo
trimestre del afio 2006, también se enuncia en forma de interrogante el problema al cual
se le did respuesta a medida se realizo el estudio . Por otra parte la investigacion tuvo
como objetivo general; determinar la incidencia de Escherichia coli enterohemorragica

O157;H7 en la poblaciéon infantil con cuadro diarreico que asisten al servicio de
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Rehidratacion Oral del Hospital Nacional San Juan de Dios de la ciudad de San Miguel

en el periodo de julio a septiembre de 2006.

El capitulo dos incluye el marco tedrico donde se sustentan las bases tedricas de esta
investigacion en el cual se describen las caracteristicas bacterianas de Escherichia coli
enterohemorragica OI157;H7 (generalidades, morfologia, estructura, toxinas, entre

otros) y la definicion de términos basicos que facilitan la comprension del lector.

El capitulo tres comprende el sistema de hipotesis que establece la asociacion de los
hechos y guia asi el cuestionamiento cientifico que dirigidé la investigacion y su

relacion con las variables para la operacionalizacion.

En el capitulo cuatro se encuentra el disefio metodoldgico en el que se describe el
tipo de investigacion, las técnicas de recoleccion de datos, la instrumentacion vy
procedimientos a seguir para un buen desarrollo sistematico del estudio y comprobacién

de las hipotesis.

En el capitulo cinco se dan a conocer los resultados de la investigacion a través de
la tabulacion, analisis e interpretacion de los datos, lo cual ayud6 a comprobar las

diferentes hipotesis del objeto en estudio.

En el capitulo seis se presentan las conclusiones y recomendaciones a las cuales se
lleg6d, fundamentando los resultados y sugerir como se pueden desarrollar acciones

practicas en pro de la salud salvadorefia.
Seguidamente se mencionan los medios bibliograficos, documentos, direcciones

electronicas, libros y revistas de donde se obtuvo informacion para esta investigacion, y

por ultimo se muestra una serie de anexos los cuales sirven para reforzar y proporcionar

xviii



una mejor orientacion de los elementos y argumentos que contribuyen a la comprension

del trabajo de investigacion
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CAPITULO 1

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 ANTECEDENTES DEL OBJETO EN ESTUDIO

Desde principios de la década de los afos 40, se han ido descubriendo cepas de
Escherichia coli con capacidad enteropatogena, al observar que cepas de Escherichia
coli de determinados serotipos se asociaban a brotes epidémicos de enteritis grave en

lactantes.

“Estas cepas se han venido conociendo bajo la denominacion de Escherichia coli
enteropatogena clasica. Posteriormente se descubridé un grupo de cepas de dicha
bacteria con serotipos diferentes a los anteriores, que causan enteritis por un mecanismo

invasor rigurosamente idéntico al de la Shigella.” "

Desde finales de los afios 60 también se conocen otros serotipos que producen
enteritis por liberacion de enterotoxinas de dos tipos: termoestables y termolabiles; y

recibid el nombre de Escherichia coli enterotoxigena.

A estos grupos de Escherichia coli patogenos se afiadid otro grupo que causa
enteritis por produccion de una toxina denominada verotoxina, que posteriormente se le

ha denominado Shiga toxina y es diferente de las toxinas conocidas hasta entonces.

El descubrimiento del colibacilo como causa de enteritis hemorragica se efectud en
los Estados Unidos y Canada a principios de los anos 80, al estudiar dos brotes de
enteritis que producia graves complicaciones, demostrando que su causa era una cepa
de Escherichia coli del serotipo 0157;H7 que producia una verotoxina con intensa

actividad citotoxica.

! www.diseaceinfo/escheriacoli/i-g.htm. (consultado 08/03/06)
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“El primer brote confirmado de E. coli O157; H7 verotoxigeno ocurrié en 1983. El mas
grave de todos ocurri6 en 1985 en una residencia en Canada y en ¢l se vieron afectados

55 de los 169 residentes, y murieron 19 personas.” >

Entre 1986 y 1988 se realizé un estudio epidemioldgico en nifios para definir el
rasgo distintivo del Sindrome Urémico Hemolitico en pacientes en que E. coli O157;H7
fue aislado en materia fecal ; en una poblacién de estudio de 226 nifos; 60 de ellos
desarrollaron Sindrome Urémico Hemolitico en 1986 ; 86 en 1987 y 80 en 1988, la

edad promedio de los nifios fue de tres afos y el 72% fueron menores de 5 afios.

Las caracteristicas de este bacilo han despertado gran interés; en primer lugar se trata
de un grupo de cepas que dan lugar a un cuadro clinico de enteritis hemorréagica, afebril
asociada con frecuencia a dos graves complicaciones como son: el Sindrome Urémico
Hemolitico y la Purpura Tombocitopénica Trombocitica. La segunda caracteristica es

que causan brotes epidémicos importantes.

Actualmente en nuestro pais no existe un estudio sobre los casos diarreicos
producidos por Escherichia coli enterohemorragica (0157;H7), por lo que este estudio
se realizard con el objeto de investigar si esta bacteria esta causando diarrea en nifios

menores de cinco afnos.

NUMERO DE CASOS DE DIARREA DEL ANO 2003 A 2006

ANO NUMERO DE CASOS CAUSAS BACTERIANAS
2003 810 105

2004 823 115

2005 912 175

2006(01-01-06 A15-04-06) | 386 58

? Idem
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INCIDENCIA

DE RIESGO DE ENFERMEDADES

DIARREICAS POR

MUNICIPIO SIBASI SAN MIGUEL SEMANA 1 A 10 DEL 2006

BAJO MEDIO ALTO

(0- 346 POR 100,000 (347-561 POR 100,000 | (562 A MAS POR 100,000

HABITANTES) HABITANTES) HABITANTES)

YAYANTIQUE SESORI SAN MIGUEL
MONCAGUA QUELEPA

ULUAZAPA CHIRILAGUA CHAPELTIQUE
YUCUAIQUIN EL CARMEN
COMACARAN

MUERTES POR DIARREA EN LA POBLACION INFANTIL MENORES DE
CINCO ANOS, SIBASI SAN MIGUEL SEMANA 1 A 10, ANO 2006.

SEXO EDAD MUNICIPIO FECHA DE
FALLECIMIENTO

F 8m SAN MIGUEL 9-02-06

F 6m SAN MIGUEL 10-02-06

M 7m QUELEPA 28-02-06
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1.2 ENUNCIADO DEL PROBLEMA.

Con el pasar de los afos los cuadros diarreicos han surgido por una diversidad de
bacterias siendo una de ellas la Escherichia coli enterohemorrdgica 0157, H7, la cual
no ha sido investigada en nuestro medio por el alto costo de los reactivos y la falta de

capacitacion del personal de laboratorio.

A partir de lo anteriormente establecido el problema se enuncia de la siguiente

mancra:

LEs la Escherichia coli (0157;H7 ) la bacteria que produce con mayor frecuencia cuadro
diarreico en la poblacién infantil de 0 a 5 afios con cuadro diarreico que asisten al
servicio de Rehidratacion Oral en el Hospital Nacional San Juan de Dios de la ciudad de

San Miguel en el periodo de Julio a Septiembre de 20067

(A que edad la poblacion infantil se ve mas afectada por Escherichia coli

enterohemorragica 0157; H7?

24



1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION.

1.3.1 OBJETIVO GENERAL.:

Determinar la incidencia de Escherichia coli enterohemorrdgica 0157, H7 en la
poblacion infantil de 0 a 5 afios con cuadro diarreico que asisten al servicio de
Rehidratacion Oral del Hospital Nacional San Juan de Dios de la ciudad de San Miguel
en el periodo comprendido de Julio a Septiembre de 2,006.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
v’ Aislar Escherichia coli enterohemorrdgica 0157; H7 utilizando el Medio de

MacConkey y MacConkey Sorbitol.

v Comparar los resultados obtenidos a partir del MacConkey Sorbitol con el
Cromocen ECCS para el aislamiento de Escherichia coli enterohemorragica

0157, H7.

v' Determinar el porcentaje de la poblacion infantil con cuadros diarreicos

producido por Escherichia coli enterohemorragica 0157, H7.

v" Dar a conocer los resultados obtenidos al personal médico y de Laboratorio.
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CAPITULO II

MARCO TEORICO



2. MARCO TEORICO

2.1 ESCHERICHIA COLI, GENERALIDADES

La Escherichia coli fué aislada por primera vez en 1885 por el pediatra Theodore
Escherich, quien la denomind bacteria Coli Comune para determinar su aparicion

universal en el intestino de individuos sanos.

La Escherichia coli es un componente normal de la flora intestinal de los animales
y el hombre; existe una amplia gama de variedades del germen, la mayoria de los cuales

son saprofitos y algunas variedades tienen caracteristicas enteropatdogenas ( ver anexo 3)

“La Escherichia coli es un bacilo gramnegativo, movil, facultativo, oxidasa negativa,
reductor de nitritos, no esporulados, fermenta la glucosa con produccion de acido y gas.
Tienen cerca de 150 antigenos O (somatico) diferentes y gran ntiimero de antigenos K

(de superficie) y H (Flagelar) que se designan por nimeros.”” (ver anexo 4)

“Por lo general la E. coli ocasiona reacciones positivas al indol, lisina descarboxilasa
y fermentacion del manitol, y produce gas a partir de la glucosa. Mas del 90% de las E.

coli son B-glucoronidasa positiva a excepcion de la E coli O157; H7*
2.2 CLASIFICACION DE LA ESCHERICHIA COLI.
En 1920 se identificaron por primera vez variedades de Escherichia coli como

agentes patdgenos asociados a cuadros de diarrea humana. A partir de esa fecha, el

germen ha sido aislado frecuentemente asociado a cuadros gastroentéricos del hombre y

3 www.personal.ksu.edu. (consultado 04/03/06)

* Jawetz.Microbiologia Médica. Pag.271
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los animales. En la actualidad las variedades patdogenas de E. coli se clasifican en seis

grupos diferentes de acuerdo a su forma de accion.

2.2.1 ESCHERICHIA COLI ENTEROTOXIGENICA (ECET)

Las cepas de ECET son las causas mds importantes de diarrea del viajero en quienes
visitan los paises en desarrollo. Estas cepas también producen diarrea en los lactantes
nativos de esos paises, en los que es una de las principales causa de morbilidad y

mortalidad durante los primeros dos afos de vida.

“Esta cepa coloniza el intestino delgado, posee fimbrias que le permiten adherirse
fuertemente y suministrar la toxina al epitelio. Produce dos toxinas: una termolabil y
otra termoestable, o ambas a la vez; estas toxinas aumentan la secrecion de agua y

electrolitos, pero sin producir lesion ni destruccion celular.”’

La transmision se efectua al consumir alimentos y agua contaminada por casos

humanos y alimentos no cocinados.

2.2.2 ESCHERICHIA COLI ENTEROINVASIVA (ECEI)

Esta cepa coloniza el colon, las propiedades de colonizar, invadir y destruir los
enterocitos del colon se codifican genéticamente por ADN cromosomal y por

plasmidos.

Elabora una toxina que se presenta con mayor intensidad en un medio bajo en hierro.
Se adhiere al epitelio intestinal y causa muerte celular y una rapida respuesta
inflamatoria. Se comporta como Shigella en cuanto a su capacidad de invadir el epitelio

intestinal, pero no produce toxina Shiga.

> www.cinefharmacie.univ.fcomte.fr (consultado 04/08/06)
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Produce diarrea con sangre, como sucede con otros agentes invasivos puede ir
precedida por una diarrea acuosa inicial; en general produce una disenteria muy parecida
a la de Shigella; los brotes ocasionales suelen estar relacionados con alimentos o agua

contaminada.

2.2.3 ESCHERICHIA COLI ENTEROPATOGENA (ECEP)

Representa la primera categoria de E. coli identificada como causa de diarrea en

nifios menores de un afio y en neonatos, a partir de la década de los afios 50.

Produce un cuadro de diarrea acuosa que seglin su intensidad puede acompanarse de
desequilibrio hidromineral o acido- basico. Con frecuencia el episodio de diarrea aguda

se prolonga o evoluciona a diarrea persistente.

Los reservorios son lactantes enfermos y portadores adultos, y la transmision ocurre

por via fecal-oral.

2.2.4 ESCHERICHIA COLI ENTEROAGREGATIVA (ECE)

Esta cepa coloniza el colon; se adhiere a las células epiteliales del célon con
fimbrias de adherencia. “Produce toxina termolabil y termoestable pero se desconoce el

papel que desempeiia en la patogenia™

La Escherichia coli  enteroagregativa produce una diarrea acuosa mucoide

prolongada (mayor de 14 dias) en lactantes y nifios de los paises en desarrollo.

6 Idem
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2.2.5 ESCHERICHIA COLI ENTEROADHERENTE — DIFUSA (ECEAD)

Produce diarrea acuosa; puede haber pérdida significativa de agua y electrdlitos, se
asocia con frecuencia a diarrea persistente. Este serotipo se ha aislado en algunos

pacientes que presentan diarrea con sangre.

2.3 ESCHERICHIA COLI ENTEROHEMORRAGICA (0157;H?7)

Escherichia coli enterohemorrdgica se reconocid por primera vez a principios del
decenio de 1980, cuando se relacionaron los brotes de Sindrome Urémico Hemolitico
con un solo tipo de Escherichia coli, O157;H7. Desde entonces, la enfermedad por
Escherichia coli enterohemorrdgica es una causa importante de diarreas sanguinolentas.
A partir de ese afo, se ha identificado a este germen con innumerables brotes de
cuadros diarreicos tanto en Estados Unidos como en otros paises de Europa y América,

lo que demuestra que la bacteria se encuentra ampliamente diseminada.

Los brotes estan relacionados con el consumo de jugo no pasteurizado y

hamburguesas insuficientemente cocidas.

“ Escherichia coli enterohemorragica puede sobrevivir en las heces de bovinos por un
periodo largo y mantener la habilidad para producir toxinas; a 37°C sobrevivi6 por 42 —
49 dias, a 22°C por 49 — 52 dias y a 45°C por 63 — 70 dias a pesar que el porcentaje de
humedad sea bajo; esto permite concluir que las heces de bovino son un vehiculo
potencial de transmision de Escherichia coli O157;H7 para ganado, alimentos y
ambiente. Si se fertiliza el suelo con abono contaminado con Escherichia coli O157;H7

el consumo de lechuga y vegetales facilitaria la transmision del microorganismo.”’

7 www.steve.gb.com (consultado 04/03/06)
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Las cepas del serotipo O157:H7 tienen caracteristicas que las diferencian del resto de
las Escherichia coli y facilitan su cultivo y deteccion. Asi, la Escherichia coli del
serotipo O157:H7, a diferencia de la mayoria (90%) de las cepas de Escherichia coli, no
fermenta el sorbitol y es betaglucuronidasa negativo. Ademas, crece en presencia de

telurito y cefixima.

2.3.1 CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS.

Son bacilos gram negativos poco exigentes en sus necesidades nutritivas y
relativamente resistentes a los agentes externos. La bacteria se presenta como bastones
gramnegativos, son pequeios, oblongos, finos; con unas dimensiones de 0.5 x 1.0 a 3.0

micras y se mueve por medio de flagelos peritricos. (ver anexo 5)

2.3.2 FACTORES DE VIRULENCIA.

2.3.2.1 PILIL

Los Pili (Ilamados también fimbrias) son frecuentes en la superficie de las cepas de
Escherichia coli. Algunas de estas estructuras influyen en la virulencia como

mediadoras de la fijacion bacteriana a las superficies bacterianas epiteliales humanas.

(ver anexo 6)

“Los Pili que posee la Escherichia coli enterohemorragica (O157,H7) son el

Antigenos de Factor de Colonizacion o Pili Formadores de Haces los cuales le permiten

una adherencia laxa al enterocito la cual se encuentra codificada por un plasmido.”®

¥ Sherris.Microbiologia Médica. Pag.378
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2.3.2.2 TOXINA

La toxina Shiga, recibe su nombre en honor del microbidlogo que descubrio a
Shigella dysenteriae; esta toxina se considero inicialmente limitada a esa especie en la
actualidad se reconoce que existen en dos formas moleculares liberadas, por lo menos,
por multiples cepas de E. coli y Shigella cuando experimentan lisis. Las cepas de E. coli
enterohemorrdgica producen una o mas toxinas Shigoides o Verotoxinas, Shiga por un

bacteriofago.

Luego de la ingestion oral de alimentos o agua contaminada, la E. Coli O157:H7
alcanza el intestino y se adhiere firmemente a las células epiteliales de la mucosa
intestinal. La adhesion a través de una proteina externa de membrana de 97 kDa llamada
intimina, produce una lesion caracteristica de adhesion destinada a prevenir la expulsion
del microorganismo. “La rotura consecuente del borde en cepillo es suficiente para
ocasionar diarrea sanguinolenta. Sumado a esto, E. Coli O157:H7 puede producir
grandes cantidades de Shigatoxina, la cual atraviesa las células epiteliales
gastrointestinales, probablemente a través de la via transcelular, para luego arribar la

circulacion general”™®

“ La forma de transporte de la toxina desde el intestino hacia los diferentes 6rganos es
ain desconocida. Un reciente estudio observo in vitro una rapida union de la
Shigatoxina a los leucocitos polimorfonucleares, no asi a los hematies, monocitos,
plaquetas y lipoproteinas. Como consecuencia de ello, al menos in vitro, los
polimorfonucleares cargados de toxina transfieren el ligando a las células epiteliales
glomerulares lo cual promueve la muerte celular. Si el proceso demostrado in vitro,
ocurriese in vivo podria explicar el rdpido transporte plasmatico de la toxina y su
consecuente liberacion en los oOrganos blanco, donde la toxina ejerce su efecto

citopatico. «°

? Ibidem Pag.79
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Los efectos usuales de la Shigatoxina son la inhibicion de la sintesis proteica y la
muerte celular. Las dosis sub-letales de Shigatoxina pueden también alterar la
produccion de mediadores vasoactivos provenientes del endotelio, tales como endotelina
y 6xido nitrico, los cuales a su vez pueden contribuir a los cambios microvasculares tales

como la colitis hemorréagica y el Sindrome Urémico Hemolitico.

Un estudio reciente demostré que la Shigatoxina dafia directamente las células del
tubulo proximal y que este efecto aumenta ante la presencia de la interleucina-1 y

lipopolisacaridos.

Es por ello que se ha especulado que la distribucién gastrointestinal y renal del
receptor Gb3 puede conducir a un dafo tisular causando diarrea sanguinolenta e

insuficiencia renal.

2.3.3 FACTORES DE RIESGO

Incluye a todas las personas, pero los nifios y nifias menores de cinco afios de edad ,
ancianos y personas inmunocomprometidos son los mas susceptibles a contraer
complicaciones graves, debido al consumo de alimentos contaminados como ensaladas,
carne de res mal cocida, leche no pasteurizada, consumo de agua contaminada,

embutidos, vegetales crudos.

“También ha sido demostrada la transmision de persona a persona, particularmente

en guarderias y la transmision de animales a personas por contacto directo.”'”

2.3.4 CUADRO CLINICO

El paciente puede estar afebril, presentar diarrea acuosa con sangre visible,

dolor abdominal y puede complicarse con Sindrome Urémico Hemolitico, Purpura

10 Idem
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Trombocitopénica Trombotica, enteritis hemorragica y anemia hemolitica.

El periodo de incubacion es de 12 a 60 horas con una media de 48 horas, la dosis
infecciosa es de 100 a 200 microorganismos. Los brotes transmitidos por alimentos por

lo general tienen un periodo de incubacién menores a 24 horas.

2.3.4.1 SINDROME UREMICO HEMOLITICO

La enfermedad es producida por una bacteria: la Escherichia coli enterohemorragica
y se encuentra principalmente en carnes de vacuno, de porcino y de lacteos
contaminados. Si la carne no esté bien cocida, la bacteria sobrevive y entra a través de la
via digestiva, se anida en el colon y libera una toxina que es como un veneno que
destruye las células. La toxina pasa al torrente sanguineo y dafia los gldbulos rojos
produciendo anemia hemolitica y a los rifiones provocando uremia, y, en los casos mas
graves, ataca las células cerebrales. Los nifios pueden tener convulsiones y entrar en

coma.

Es una enfermedad que afecta principalmente al rifion, con otras alteraciones en la
sangre, especialmente en los globulos rojos y plaquetas y en menor medida otros

organos como el higado y el cerebro.
En el rifion produce una insuficiencia renal, es decir una falla en cumplir la funcion
de eliminar los desechos que se producen diariamente y el agua que el nifio ingiere con

los alimentos.

En la sangre se produce una destruccioén de los globulos rojos y las plaquetas que

llevan a la anemia y los sangramientos, hechos caracteristicos de estos pacientes.
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En los otros organos produce una vasculitis, es decir enfermedad de los vasos

sanguineos que pueden llega a producir hemorragias en los 6rganos afectados.

A los adultos no les afecta mayormente, lo que indica que se va adquiriendo
inmunidad con el paso del tiempo. Sin embargo, en los nifios menores de 8 afos el
peligro es alto; entre un 7 y 10 por ciento de los infectados se enferma de Sindrome
Urémico Hemolitico. Si bien la tasa de mortalidad se ha reducido, el drama son las
secuelas, que pueden ir desde hipertension arterial de por vida, hasta

insuficiencia renal crénica, pasando por dificultades en el aprendizaje, entre otras.

Se presenta mas frecuentemente en nifios, entre 6 meses a 2 afios, sin que se deba

dudar del diagnostico si aparece en edades mayores.

Habitualmente el nifo ha tenido una diarrea con sangre y fiebre, al finalizar la diarrea
y cuando el nifilo parece mejorar, bruscamente se pone muy palido, se decae
intensamente, presenta sangramientos como manchas violeta (moretones) o

sanguinolentas en la piel y deja de producir orina.

“En las formas graves puede haber hemorragias importantes y en algunos casos la
primera manifestacion de la enfermedad pueden ser los signos de una hemorragia

. 11
cerebral (convulsiones, coma).”

Producto de la falta de eliminacion de liquidos, el nifio puede también presentar

hinchazon especialmente en parpados, manos y piernas.

El Sindrome Urémico Hemolitico es la causa mas frecuente de insuficiencia renal
aguda en nifios lactantes (6 meses a 2 afios) y preescolares (2 a 5 afios). Sobre estas

edades es rara su aparicion, y en el adulto practicamente no se le conoce, al menos en la

" www.wikipedia.org/wiki/escherichia. (consultado 16/03/06)
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forma pediatrica. Se desconoce la razén que lleva al Sindrome Urémico Hemolitico a

presentarse en nifios de determinada edad, asi como la predileccion por el dafio renal.

“La media de tiempo entre la exposicion a la Shigatoxina de la Escherichia Coli 'y
la enfermedad es de 3 dias (rango de 1 a 8 dias). La enfermedad tipicamente comienza
con calambres abdominales y diarrea no sanguinolenta. La diarrea puede volverse
sanguinolenta en el 70% de los casos generalmente dentro de 1 a 2 dias. En el 30 al
60 % de los casos se presentan vomitos, con fiebre asociada en el 30 % de los enfermos.
El recuento de globulos blancos es usualmente elevado, el edema del intestino da paso a
hemorragia de la submucosa, especialmente en la region del colon ascendente y

transverso. Las ulceraciones o pseudomembranas son también comunes.”

El diagnostico de Sindrome Urémico Hemolitico se realiza generalmente 6 dias
después del comienzo de la diarrea. Luego de la aparicion del Sindrome Urémico
Hemolitico relacionado a Escherichia Coli, 1a Shigatoxina puede ser eliminada en heces
por varias semanas luego de la resolucion de los sintomas, particularmente en nifios
pequefios (menores de 5 afios) que en un tercio de los casos pueden portar el

microorganismo por mas de 20 dias.

Constituyen factores de riesgo para el desarrollo del Sindrome Urémico Hemolitico
luego de la infeccion por E. Coli productora de Shigatoxina el uso de agentes
antidiarreicos y antibioticos, la diarrea sanguinolenta, la presencia de fiebre, vomitos y
leucocitosis, las edades extremas (en particular nifios menores de 5 afios) asi como

también el sexo femenino.

El 50 % de los pacientes que desarrollan el Sindrome Urémico Hemolitico requieren
tratamiento dialitico, el 75% necesitan de transfusiones de globulos rojos y el 25 %
presentan manifestaciones neuroldgicas tales como accidente cerebrovascular,

convulsiones y coma.

12 Idem
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El Sindrome Urémico Hemolitico relacionado a la Shigatoxina es considerado
erroneamente como una enfermedad benigna. En realidad el 3-5 % de los nifios mueren
en la fase aguda de la enfermedad y un porcentaje similar desarrolla insuficiencia renal

cronica terminal.

2.3.4.2 PURPURA TROMBOCITOPENICA TROMBOTICA

Es un trastorno de la sangre caracterizado por conteo de plaquetas y conteo de
globulos rojos bajo (causado por descomposicion prematura de las células), anomalias
en la funciéon renal yanomalias neuroldgicas. Una dolencia clinica similar con

caracteristicas compartidas es el sindrome urémico hemolitico.

2.3.5 INCIDENCIA

La incidencia real es desconocida pues pocos laboratorios pueden identificar estos

organismos.

2.3.6 DIAGNOSTICO

“La deteccion de Escherichia coli enterohemorragica O157; H7 se puede hacer por
coprocultivo utilizando el medio de MacConkey con sorbitol. La Escherichia coli
enterohemorragica O157:H7 es sorbitol negativo y a la vez beta-glucoronidasa
negativa. Esta cepa es verotoxigena, la produccion de toxina se puede confirmar por una
prueba inmunologica demostrando la presencia de las verotoxinas en el sobrenadante
del cultivo de los microorganismos, o bien por técnicas genéticas (PCR) que permiten la

amplificacion y caracterizacion de los genes de las verotoxinas en las cepas aisladas.”"

" www.bvs.sld.cu/revistas/at/voli9-htm. (consultado 04/04/06)
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2.3.6.1 MACCONKEY CON SORBITOL

El aislamiento de Escherichia coli enterohemorrdgica en deposiciones utilizando el
medio de cultivo selectivo MacConkey sorbitol, permite diferenciar cepas
fermentadoras de sorbitol de las no fermentadoras. Este analisis bioquimico presuntivo
es recomendado para aislar E. coli O157;H7. La sensibilidad del cultivo esta limitada
por la capacidad del microbidlogo para reconocer las colonias, influye el periodo de la
infeccion, cuando la muestra de heces es tomada dentro de los primeros dias del
comienzo de la diarrea, la recuperacion del agente es del 100%, disminuye al 91.7%
dentro de los 3 a 6 dias y a 33% después de los 6 dias. Cuando el Sindrome Urémico
Hemolitico se manifiesta, la E. coli O157;H7 se encuentra presente sélo en un 30 a 50%
de los casos. Para el diagnostico definitivo de Escherichia coli enterohemorrdgica, debe
confirmarse la produccion de citotoxina ya que no todas las E. coli O157; H7 la

producen.

MODO DE ACCION

La mezcla de las sales de bilis y la violeta cristalina inhiben en gran parte el
crecimiento de la flora microbiana gram-positiva. La adicion del suplemento del telurito
del potasio y Cefixime aumenta la selectividad para Escherichia coli 0157: H7 'y

suprime la flora de acompafiamiento restante.(ver anexo 7)
El Sorbitol, junto con el rojo neutral del indicador del pH, se utiliza para detectar

colonias sorbitol-positivas las cuales son colonias de color rosado y las colonias

sorbitol-negativas, por otra parte, forman colonias incoloras.(ver anexos 8,9 y 10)
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2.3.6.2 MEDIOS CROMOGENICOS Y FLUOROGENICOS

“Los nuevos medios CromoCen se basan en la actividad enzimatica de ciertos
grupos microbianos, visualizados a través de sustratos cromogénicos y fluorogénicos,
proporcionando al microbidlogo herramientas ttiles para la identificacion y recuento de
microorganismos de interés, con mayor seguridad, alta sensibilidad y especificidad

diagnostica.” ' (ver anexos 11 y 12
gn

MODO DE ACCION

La combinacion de sustratos cromogénicos y fluorogénicos para la deteccion de la
actividad B- galactosidasa y B-glucuronidasa, conjuntamente con la degradacion del
sorbitol, posibilitan la identificacion de los coliformes y de Escherichia coli (O157;H7 )

diferenciando a esta ultima de otras bacterias

v Escherichia coli O157:H7 : colonias de color verde-azul (ver anexo 13)

v Microorganismos Gram positivos: inhibidos

2.3.6.3 ENZIMA GLUTAMATO DESCARBOXILASA

Se evalud una prueba répida, en el diagndstico de Escherichia coli, en diferentes tipos
de muestras infecciosas, asi como su comparacion con los métodos bioquimicos de
identificacion tradicionales. Se ha reportado que la enzima glutamato descarboxilasa
(GAD) es muy especifica (97-99 %) para la identificacion de Escherichia coli, sin
embargo su empleo en la actualidad es muy limitado. Se analizaron 461 muestras

clinicas de diferente origen en un hospital pediatrico.

' www./catalogodemediosdecultivo.htm. (consultado 23/05/06)
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“En general, con mayor frecuencia Escherichia coli fue aislada en muestras de
urocultivo, coprocultivo, vaginales y uretrales. La sensibilidad diagnostica del método
fue de 100 %. Todas las cepas enterotoxigénicas y enterohemorragicas de Escherichia
coli aisladas en muestras de heces fecales también dieron los resultados positivos a la

2 5

prueba rapida.

Las ventajas de la aplicacion de esta prueba, comparadas con otras pruebas
convencionales y comerciales, estdn dadas por su bajo costo, su rapidez y su alta
sensibilidad, especificidad y exactitud diagnosticas, lo que permite ahorro de personal,

de materiales y del tiempo empleado en la identificacion.

La enzima descarboxilasa de glutamato (GAD), que cataliza la o descarboxilacion
de 4cido glutamico produciendo 4cido y-aminobutirico y didéxido de carbono, ha sido

reportada anteriormente en Escherichia coli, presentando rangos de especificidad que

varian de 97 a 99 %.

Fiedler y Reiske en 1990 describen un método rapido para la deteccion de esta
enzima. En este método la solucion hipertonica de cloruro de sodio y Triton X se
emplean como agentes liticos para la liberacion de la enzima, esto posibilita que la

reaccion ocurra en un periodo no mayor de 4 h.

Otro importante beneficio de la prueba es el considerable ahorro de tiempo y
reactivos, debido a que mientras el procedimiento de identificacion tradicional necesita
de al menos 72 h para el diagnostico, las respuestas positivas de la reaccion de
Glutamato descarboxilasa fueron obtenidas en menos de 2 h de incubacidn, y dentro de

ellos 95 % en menos de 1 h.

15 www.diseaceinfo/escherichiacoli-g.htm (consultado 27/05/06)
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Por tultimo, la factibilidad econdémica de la prueba permite su aplicacion en cualquier

laboratorio de microbiologia por muy sencillo que sea.

“En resumen, las ventajas de la aplicacion de esta prueba, comparadas con otras

pruebas convencionales y comerciales, estdn dadas por su bajo costo, factibilidad de

realizar en el laboratorio para la identificacion de Escherichia coli, su rapidez y su alta

sensibilidad, especificidad y exactitud diagnostico.

2.3.7

916

METODOS CONFIRMATORIOS PARA LA DETERMINACION DE

ESCHERICHIA COLI O157;H7.

2.3.7.1 IDENTIFICACION DE GENES DE VIRULENCIA.

v

Hibridacion con sondas genéticas: Las técnicas utilizadas se orientan a
identificar los genes de wvirulencia descritos para Escherichia coli
enterohemorrdgica, su sensibilidad y especificidad no es adecuada si se trabaja
directamente con deposiciones. Las sondas genéticas fueron desarrolladas
originalmente para la investigacion e involucra el uso de una sofisticada

tecnologia de DNA recombinante.

Reaccion de Polimerasa en cadena (PCR): Orientada a la amplificacion de
genes de virulencia de Escherihia coli enterohemorrdgica también a partir de

colonias.

PCR miiltiples: Es una modificacion de la técnica basica. Fué desarrollada para
la deteccion rapida de genes que codifican Stx1, Stx2, y eae. Las técnicas de

PCR son altamente sensibles y especificas cuando se usan sobre colonias, pero

16 Idem
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el analisis directo de la muestra de heces tiene los mismos problemas de fondo y

problemas inhibitorios vistos para otras aplicaciones de la PCR en este material.

2.3.7.2 IDENTIFICACION DE CITOTOXINAS:

Existen diversas posibilidades para identificar presencia de citotoxinas ya sea
directamente en muestras de heces o en colonias, con excelente sensibilidad y
especificidad. La deteccion de citotoxina libre en heces es de utilidad por su
sensibilidad para determinar su presencia en el momento de la toma de muestra al
diagnosticarse un Sindrome Urémico Hemolitico, aun cuando ya no se aisle

Escherichia coli enterohemorragica .

v Ensayo de citotoxicidad en cultivo de tejidos: “Es una técnica laboriosa y que
requiere tiempo e infraestructura que ni es accesible a la mayoria de los laboratorios
de microbiologia, pero se considera el estandar de oro para la deteccion de la
shigatoxina. Se utilizan las lineas celulares Vero y Hela, y es de sensibilidad
elevada. La especificidad se logra aplicando la neutralizacién con antisueros
policlonales o anticuerpos monoclonales. Tiene el inconveniente de ser lenta, cara y
poco practica para “screening”. Es util para especimenes clinicos pero no para

alimentos.”!”

v' Técnica inmunoenzimatica (ELISA/EIA): Es un método para la deteccion de
cepas de Escherichia coli que estan expresando la produccion de las citotoxinas,
usando anticuerpos especificos y un sistema de deteccion. A pesar de las
recomendaciones del fabricante, s6lo debe usarse en colonias aisladas de E. coli o
bien en un arrastrado del cultivo primario en agar MacConkey. Sus resultados
no son confiables cuando se trabaja directamente con deposiciones, con un

porcentaje no aceptable de falsos positivos. El enzimoinmunoensayo tiene buena

"7 www.netropia.org/PDF%20%20medica/Enterobacteriaceae.pdf (consultado 30/05/06
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especificidad y sensibilidad, aunque menor que los cultivos celulares. Es rapido y
simple, pero costoso. Es 1til para especimenes clinicos y para alimentos después de

una etapa de enriquecimiento.

v’ Deteccion de anticuerpos: “La deteccion de la respuesta inmune provee una valiosa
informacion para determinar la etiologia de la infeccion especialmente cuando el
paciente acude tardiamente a la consulta y cuando el Sindrome Urémico Hemolitico
ya se ha manifestado, instancia en la que ya no existe eliminacion detectable del
agente en las heces ni aun por PCR. A menos que se cuente con la informacion sobre
los valores de anticuerpos en la poblacion sana, los resultados obtenidos sobre una
unica muestra del paciente deben ser interpretados con precaucion. Idealmente deben
ser obtenidas dos muestras de suero, una en fase aguda y otra en fase

convalesciente.”'®

2.3.7.3 ANALISIS DEL PERFIL PLASMIDICO

Se basa en la extraccion del DNA plasmidico y la separacion en base a su tamafio,
por electroforesis en gel de agarosa. Otra modalidad es realizar los perfiles de los
fragmentos de restriccion obtenidos por digestion enzimatica de los plasmidos. Fue
una de las primeras técnicas de subtipificacion aplicadas al estudio de brotes por

Escherichia coli O157,H7.

v’ Bacteriofago A - RFLP (anilisis del polimorfismo de los fragmentos de
restriccion): Se basa en la hibridacion por “Southern blot” del DNA bacteriano
dirigido con enzimas de restriccion y la sonda conteniendo el DNA del fago A

marcada con foésforo. Esta técnica ha demostrado ser util, con gran poder

18 Idem
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discriminatorio, pero tiene la desventaja de ser muy laboriosa y utilizar reactivos

marcados radiactivamente.

v Ribotipificacién: Esta técnica se basa en la hibridacion por “Southern blot” del
DNA bacteriano dirigido con enzimas de restriccion y la sonda para RNAe 16s y
23s marcada con dUTP-digoxigenina. Esta técnica es laboriosa y no posee poder

discriminatorio entre los aislamientos de Escherichia coli O157:H7.

v" Electroforesis en campo pulsado: Es una técnica que se basa en el uso de
enzimas de restriccion de corte poco frecuente que generan un namero
relativamente pequefio de fragmentos grandes de DNA. Es aplicada con fines

epidemiologicos por su sensibilidad, ya que estudia el genoma en su totalidad.

2.3.8 MEDIDAS PREVENTIVAS

“Por la severidad de los brotes es necesario realizar estudios epidemioldgicos de las
.19

fuentes de infeccion y aplicar las medidas de prevencion y control mas eficaces.”:

e La poblacion debe ser informada de las medidas preventivas, haciéndose énfasis
en el consumo de agua y alimentos seguros, y extremar las medidas higiénicas
personales (lavado de manos, eliminacion sanitaria de excreta, de panales
contaminados). El desarrollo de una “barrera sanitaria” es fundamental, con la
participacion de toda la poblacion.

« Enfasis en el consumo de leche y derivados pasteurizados. Combatir el consumo
de leche cruda.

e Vigilancia en los mataderos de ganado bovino para minimizar la contaminacion
de la carne por contenido intestinal de las reses.

e Las carnes deben ser bien cocinadas, sobre todo la carne molida para

hamburguesas o tortas. Se recomienda un nivel de coccion hasta que desaparezca

¥ www.medic.med.uth.tme.edu/path/. (consultado 02/05/06)
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el color rosado. Todo alimento “recalentado” debe ser llevado a punto de
coccion.

e Se recomienda que los hornos de microondas tengan una potencia superior a
500w.

e Vigilancia de niveles adecuados de desinfeccion en los sistemas de
abastecimiento de agua y de piscinas. La ebullicion del agua es recomendable en
lugares donde no es posible contar con sistemas confiables o donde el agua es
almacenada a nivel domiciliar.

e Notificacién a las autoridades sanitarias de los brotes.

e Desinfeccion concurrente de secreciones fecales y articulos contaminados.

Los contactos con diarrea deberian ser excluidos del manejo de alimentos y el
cuidado de infantes o pacientes, hasta que la diarrea termine y se obtengan 2 informes
negativos de heces para detectar el agente. Estas personas deben ser instruidas acerca del
rol que juegan en la diseminacion de la enfermedad y en las medidas de prevencion

fundamentales

5.3.9 TRATAMIENTO.

La deteccion precoz del agente etioldgico en la etapa de la diarrea con sangre, ayuda
a la toma de decision para el uso de antimicrobianos, pero la evidencia acumulada indica
que el uso de antimicrobianos podria facilitar el desarrollo del Sindrome Urémico

Hemolitico y constituir un factor de riesgo independiente.

No existe un tratamiento especifico para la infeccion por Escherichia coli O157; H7
sino terapia de soporte y manejo de complicaciones como la anemia y la falla renal que

requiere de didlisis por el desarrollo de la insuficiencia renal.
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La recuperacion es en general completa, si bien pueden producirse secuelas
significativas en algunos pacientes incluyendo insuficiencia renal cronica que lleva a la

necesidad de un trasplante.

En general los agentes antimicrobianos no han mostrado que modifiquen la
enfermedad. El uso de antibidticos mas bien constituyen un factor de riesgo para la
infeccién, incremetando la mortalidad porque elimina la flora normal competitiva

incrementando el sobrecrecimiento de Escherichia coli O157; H7.

“Los estudios clinicos y de laboratorio indican que el uso de antimicrobianos en la
etapa de diarrea, constituiria un factor de riesgo para el desarrollo del Sindrome Urémico
Hemolitico. Los antimicrobianos como el clotrimoxazol y las quinolonas aumentan la
produccion y liberacion de las citotoxinas. Por otra parte en Japdn, existe una
recomendacion del Ministerio de Salud para tratar las infecciones por Escherichia coli
0157; H7 con fosfomicina y esta conducta se adopt6 después de un brote masivo por

Escherichia coli O157;H 720

? www.escom.yu.dedul.biochemestry.com (consultado 02/06/06)
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2.4 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS.

Adherencia: Proceso mediante el cual una bacteria se pega a la superficie de la célula

huésped.

Anaerobio: Microorganismo que crecen y viven en ausencia completa o casi completa

de oxigeno se hallan ampliamente difundidos en la naturaleza y en el cuerpo humano.

Anemia Hemolitica: Es una condicidon que se caracteriza por la presencia de un nimero
inadecuado de glébulos rojos sanguineos (anemia) y es ocasionada por la destruccion
prematura de los mismos. Existen muchos tipos especificos de esta enfermedad, los

cuales se describen de manera individual.

Antigeno: Sustancia generalmente proteica, que da lugar a la formaciéon de un

anticuerpo con el que reacciona especificamente.
Bacteria: Cualquier microorganismo unicelular de la clase esquizomicetos el género
presenta viables morfoldgicas y sus componentes pueden ser esféricos (cocos), alargados

(bacilos), espirales (espiroquetas) o en forma de coma (vibrio)

Brotes: Manifestacion subita de una enfermedad o recrudecimiento de los sintomas de

una enfermedad latente.

Céapsula: Cubierta membranosa que recubre ciertos microorganismos

Diarrea: Deposiciones liquidas y frecuentes
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Enzima: Proteina producida por las células vivas que catalizan las reacciones quimicas
en la materia orgénica. La mayor parte son producidas en cantidades minimas que

catalizan las reacciones que tienen lugar en el interior de las células.

Enteritis: La enteritis es una inflamacién del intestino delgado causada por una
infeccion viral o bacteriana que frecuentemente también compromete al estomago

(gastritis ) y al intestino grueso (colitis ).

Esterilizacion: Proceso fisico o quimico que destruye o remueve completamente todo

tipo de vida microbiana incluyendo esporas.

Espacio periplasmico: Es el espacio entre la membrana interna y externa de una

bacteria.

Etiologia: Estudio de todos los factores que pueden intervenir en el desarrollo de una
enfermedad, incluyendo la susceptibilidad del paciente, la naturaleza del agente

patologico y la formen en que este invade el organismo afectado.

Facultativo: Son microorganismos que poseen la capacidad de sobrevivir en presencia y

ausencia de aire.

Flagelos: Proyecciones en forma de pelo que se extienden desde ciertos

microorganismos unicelulares ayudandolos en su movimiento.
Fibrina: Proteina filamentosa insoluble que proporciona su caracter semisdlidos al
coagulo sanguineo y esta producida por la accion de la trombina sobre el fibrindgeno en

el proceso de la coagulacion.

Fiebre: Fenomeno patoldgico, debido casi siempre a causas infecciosas y caracterizado

por aumento de la temperatura, aceleracion del pulso y de la respiracion.

48



Fimbria: Filamento con forma de fibra o de dedo; fimbrias (plural) son un borde

contiguo de estos filamentos.

Germen: Microbio patogeno causante de una enfermedad.

Huésped: Organismo que alberga y nutre a otros, generalmente un parasito.

Infeccion: Multiplicacioén de un agente infeccioso dentro del cuerpo.

Microorganismo: Cualquier microorganismo diminuto, habitualmente microscopico,

capaz de realizar los procesos vitales, puede ser patogeno.

Patégeno: Cualquier microorganismo de producir una enfermedad.

Prevencion: Cualquier acto dirigido a prevenir la enfermedad y promover la salud, cuyo

objetivo es evitar la necesidad de atencion primaria, secundaria o terciaria.

Sapréfito: Germen que vive sobre un ser vivo o huésped sin provocar enfermedades por

oposicion a patdogenos.

Sindrome: Conjunto de sintomas que caracterizan a una enfermedad.

Sintoma: Son las manifestaciones que presenta un proceso patologico.

Toxina: Sustancia de origen microbiano que dafia o mata las células del organismo

huésped.

Uremia: Aumento patoldgico de la tasa de urea en la sangre.
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Vasculitis: Trastorno inflamatorio de los vasos sanguineos caracteristico de ciertas

enfermedades sistematicas y reacciones alérgicas.
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CAPITULO III

SISTEMA DE HIPOTESIS



3. SISTEMA DE HIPOTESIS

3.1 HIPOTESIS DE TRABAJO
La poblacion infantil de 0 a 5 afios que asisten al servicio de Rehidratacion Oral en el

Hospital Nacional San Juan de Dios que presentan cuadro diarreico se debe a

Escherichia coli enterohemorragica O157; H7.

3.2 HPOTESIS NULA.
La poblacion infantil de 0 a 5 afios que asisten al servicio de Rehidratacion Oral en el

Hospital Nacional San Juan de Dios que presentan cuadro diarreico, no se debe a

Escherichia coli enterohemorragica O157; H7.

3.3 HIPOTESIS ALTERNATIVA.
La poblacion infantil de 0 a 5 afios que asisten al Servicio de Rehidratacion Oral en el

Hospital Nacional San Juan de Dios que presentan cuadro diarreico se debe a bacterias

como Salmonella, Shigella y otros tipos de Escherichia coli.
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6.4 DEFINICION CONCEPTUAL Y OPERACIONAL DE LAS VARIABLES.

Variables:

Definicion

Conceptual

Definicion

Operatoria

Determinacion de
Escherichia coli enterohemorragica

O157; H7 en la poblacion

|

Escherichia coli enterohemorragica

0157; H7:

infantil.

Son bacilos  gramnegativos,
pequefios, oblongos, finos con
dimensiones de 0.5 x 1.0 a 30 micras

y se mueve por medio de flagelos

|

Aislamiento de bacterias a través de

peritricos.

los medios de cultivo: MacConkey
MacConkey con sorbitol,CromoCen
ECCS, pruebas bioquimicas, la
enzima glutamato descarboxylasa y

la prueba de la oxidasa

Muestra de heces diarreicas

|

Heces Diarreicas:

Es lo que resta del

material digerido que
penetra en el intestino
grueso, esta formada por:
alimentos, liquidos,

secreciones gastricas.

|

Por medio de frascos
estériles 'y  bolsas
pediatricas se toman las
muestras de heces y se
cultivan en los medios
adecuados para dar a
conocer los andlisis e

interpretacion de datos.
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CAPITULO IV

DISENO METODOLOGICO



4. DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE INVESTIGACION

La investigacion es de tipo analitica, de laboratorio, transversal y prospectiva.

Analitica: Porque permitié6 observar el fendmeno y asi estudiar, separar y
analizar los elementos bésicos que competen al problema de investigacion para

alcanzar asi los objetivos planteados.

Transversal: Porque la investigacion se realizd en un periodo determinado en
donde se abord6 el fendmeno desde la identificacion de factores condicionales
para la asociacion de las variables y no a partir de su desarrollo. Ademas porque
se hizo un corte en el tiempo sin darle seguimiento a ninguno de los casos que

formard parte de la investigacion.

Prospectiva: Porque a medida que se realiz6 la fase de ejecucion se recopild la

informacion necesaria para el estudio.

De laboratorio: Por que la investigacion se hizo en el laboratorio del Hospital

Nacional San Juan de Dios.
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4.2 POBLACION.

La poblacion esta compuesta por la poblacion infantil de 0 a 5 afios que presentan
cuadro diarreico que asisten al servicio de Rehidratacion Oral del Hospital Nacional San

Juan de Dios de la Ciudad de San Miguel.

4.2.1 MUESTREO

N= Poblacion

n= Muestra

m= Numero de cuadros diarreicos por mes

=
Il

175casos/12meses = 15 casos por mes

15 casos x 3 meses = 45 ninos/as

=
I

4.2.2 TIPO DE MUESTREO

No probabilistica e intencional: por que se toman en cuenta todos los nifios que

presenten cuadro diarreico.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION.

4.3.1 CRITERIOS DE INCLUSION.
Clasificaron para el estudio; todos los nifios y nifias de 0 a 5 afios que presentan

cuadro diarreico y que asisten al servicio de Rehidratacion Oral del Hospital Nacional

San Juan de Dios de San Miguel.
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4.3.2 CRITERIOS DE EXCLUSION.

Toda la poblacion infantil que no presento cuadro diarreico, que no se encuentre
entre las edades de 0 — 5 afos y que no asista al servicio de Rehidratacion Oral del

Hospital Nacional San Juan de Dios de San Miguel.

4.4 TECNICAS DE OBTENCION DE INFORMACION.

Las técnicas que permitieron obtener la informacion son:

= DOCUMENTAL BIBLIOGRAFICA: Con éste se generd un mayor
conocimiento del estudio obteniendo informacion bibliografica necesaria de
libros, diccionarios, enciclopedia entre otros.

= DOCUMENTAL DE INFORMACION ELECTRONICA: Con ésta se
complementaron las bases tedricas fundamentadas en informacion actualizada y

relevante. Se obtuvo informacion de paginas Web y correos electronicos.

4.5 TECNICAS DE TRABAJO DE CAMPO.

Las técnicas de trabajo de campo que se utilizaron fueron: la observacion, mediante
la cual se hizo un registro visual real y que consigné los acontecimientos de acuerdo al
marco uniforme de la investigacion y a la vez se hizo uso de fichas para la obtencion de

datos de los pacientes. (ver anexo 27)
4.6 TECNICAS DE LABORATORIO.
Las técnicas que se utilizaron en esta investigacion sirvieron para facilitar el analisis

real de los objetivos y asi poder dar validez a las hipotesis planteadas, entre estas se

mencionan:
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TECNICAS DE PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO: Estas ayudaron para
el aislamiento de Escherichia coli enterohemorragica O157; H7 (MacConkey sorbitol y
Cromocen ECCS).

TECNICAS DE TOMA DE MUESTRA: Se utilizaron frascos estériles y bolsas

pedidtricas para recolectar las muestra de la poblacion infantil con cuadro diarreico.

TECNICAS DE IDENTIFICACION PRIMARIA.

v" MEDIO DE AGAR MAC CONKEY: Para el aislamiento de Escherichia coli.

v' MEDIO DE AGAR MACCONKEY CON SORBITOL: Para identificar si la
bacteria es Escherichia coli enterohemorrdgica O157; H7 u otro tipo de
Escherichia coli.

v MEDIOS CROMOGENICOS Y FLUOROGENICOS (CROMOCEN
ECCS): Para la identificacion si es o no Escherichia coli enterohemorrdgica

0157; H7.
TECNICAS DE IDENTIFICACION COMPLEMENTARIAS.
v' ENZIMA GLUTAMATO DESCARBOXILASA: para la identificacion
confirmatoria y final de Escherichia coli O157;H7

v PRUEBA DE LA OXIDASA: Para la identificacion confirmatoria de la

bacteria en estudio.
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4.7 INSTRUMENTOS.

Entre los instrumentos que se utilizaron se encuentran las fichas bibliograficas e

informacion electronica.

4.8 EQUIPO, MATERIAL Y REACTIVOS.

Son todos aquellos que se utilizaron y facilitaron la realizacion de las técnicas para el

aislamiento de la bacteria en estudio.

EQUIPO:
»  Microscopio
= Estufa
= Qlla de presion
= Refrigeradora
» Balanza granataria

=  Incubadora.

MATERIAL:
* QGuantes
» Asa bacterioldgica
» QGradilla
*  Mechero bunsen
= Lapiz graso
= Botes estériles para la recoleccion de muestras.
» Cinta testigo
= Cajas de petri
= Fosforos

* Erlenmeyer
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* Desinfectante
* Tubo estériles para la oxidasa

= Papel filtro

REACTIVOS:
* Agua destilada
= Alcohol
= Lejia

= Reactivo de la oxidasa

* Enzima glutamato descarboxilasa

MEDIOS DE CULTIVOS:
= Agar MacConkey
» Agar MacConkey con sorbitol
=  Medios Cromogénicos y Fluorogénicos ( Cromocen ECCS)

* Pruebas bioquimicas

4.9 PROCEDIMIENTO.

La investigacion se desarrollo en un periodo de siete meses, que comprendio la etapa

de planificacion del informe final.

La primera fase comprendi6 la elaboracién del perfil y protocolo de la investigacion

cada una de estas con su defensa.
La ejecucion de la investigacion, se llevo a cabo de julio a septiembre de 2006

contando con la autorizacion y aprobacion de las autoridades competentes tanto del

Hospital Nacional “San Juan de Dios” como del laboratorio clinico de este nosocomio
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en especial de la jefe de la seccion de Bacteriologia. Se realizé un esquema de rotacion

del grupo para el procesamiento de muestra. (Ver anexos 1y 2)

El procedimiento a seguir con cada paciente fué el siguiente:

En primer lugar se prepararon los medios de cultivo a utilizar (MacConkey,

MacConkey con sorbitol y el CromoCen ECCS y Pruebas Bioquimicas) (ver anexos 14 a
19)

Luego se recolectaron las muestras diarreicas de niflos y nifias menores de cinco
afios haciendo uso de frascos estériles y bolsas pediatricas las cuales fueron debidamente
rotuladas y a la vez se tomaron los datos de cada paciente, la recoleccion de las muestras
se realizaron en el transcurso de la mafiana; las muestras obtenidas en el servicio de
Rehidratacion Oral fueron procesadas en el laboratorio clinico del Hospital Nacional

San Juan de Dios.

Se prosiguio con la siembra de las heces diarreicas en el medio de MacConkey ( ver
anexo 20) y se incubaron de 18 a 24 horas, luego se observo si hubo crecimiento de la
bacteria en estudio, (ver anexo 21) si existia crecimiento, se procedid a inocular en pruebas
bioquimicas ( TSI, citrato, indol, movilidad, rojo de metilo y urea) y a la vez se
sembraron en los medios de MacConkey con sorbitol y en el CromoCen ECCS ( ver
anexo 22 -25) los cuales se incubaron por 18 a 24 horas; si en el MacConkey con sorbitol
se observaba crecimiento de colonias incoloras y en el CromoCen ECCS se observan
colonias azules verdosas con bordes traslucidos, sin fluorescencia se sospecha de

Escherichia coli enterohemorragica O157;H7.( ver anexos 10y 13)

Como ultimo paso se realizo la prueba de la oxidasa la cual consiste en colocar

papel filtro en una caja de petri y sobre este las colonias sospechosas, se aplica una gota
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de reactivo de oxidasa y de 15 a 30 segundos se observa el resultado por medio de un

viraje de color. (ver anexo 26)

Luego se procedio a la tabulacion e interpretacion de los resultados, seguidamente

de las conclusiones y recomendaciones.
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CAPITULO V

PRESENTACION DE LOS
RESULTADOS.



PRESENTACION DE LOS RESULTADOS.

Los resultados que se presentan a continuacion fueron obtenidos durante la
ejecucion de la investigacion que se llevo a cabo en los meses de julio a septiembre de
2006, para comprobar la existencia de Escherichia coli O157;H7 en la poblacion
infantil de 0 — 5 afos que asisten al servicio de Rehidrataciéon Oral en el hospital

Nacional San Juan de Dios de la Ciudad de San Miguel.

Para el andlisis e interpretacion de los resultados los datos se ordenaron en tablas de
frecuencias donde se obtuvo el porcentaje de nifios/as que presentaron cuadros

diarreicos.

Seguidamente para el ordenamiento de los datos se hizo uso de un disefio factorial
con un arreglo de bloques al azar realizdndose un analisis de varianza mediante una serie
de combinaciones para un orden légico de los diferentes parametros de la investigacion;

los datos estadisticos finales se obtuvieron mediante la prueba de Duncam.

Por ultimo para obtener el porcentaje de casos positivos y negativos se realizo por

medio de una tabla de frecuencias
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CUADRONo 1

FRECUENCIA DE ESCHERICHIA COLI O157;H7 EN LA POBLACION
INFANTIL DE 0 - 5 ANOS.

Para obtener el porcentaje de la poblacion infantil

frecuencias cuya formula es la siguiente.

se realizd por medio de

%=FxB
n
Donde:
% = Porcentaje de nifios/as
F = Frecuencia por edad
B = Representa el 100%
n = Total de nifios/as
EDAD FRECUENCIA % FRECUENCIA %
< (POSITIVOS A (NEGATIVOS A
(NINOS/AS) | EscHERICHIA ESCHERICHIA
COLI 0157;H7) COLI 0157;H7)
0-1 0 0% 19 33.33%
2-3 0 0% 30 52.63%
4-5 0 0% 8 14.03%
TOTAL 0 0% 57 100%

FUENTE: Resultado de laboratorio y diario de campo
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ANALISIS

En el cuadro No. 1 se muestran los resultados obtenidos durante la investigacion de

Escherichia coli 0157, H7 en la poblacién infantil.

Donde de los 57 nifios/as de 0 — 5 afios a los que se les realizé coprocultivo se obtuvo

un 100% de casos negativos a Escherichia coli 0157; H7,

INTERPRETACION

El cuadro anterior muestra que Echerichia coli 0157; H7 no es la principal causante
de diarrea en la poblacién infantil de 0 — 5 afios que asistieron al servicio de
Rehidratacion Oral del Hospital Nacional San Juan de Dios ya que no se presentd

ningun caso positivo.

Por lo cual se acepta la hipotesis nula que establece lo siguiente: la poblacion infantil
de cero a cinco afios que asisten al servicio de Rehidratacion Oral del Hospital Nacional

San Juan de Dios que presentan cuadro diarreico no se debe a Echerichia coli 0157, H7

Por lo tanto se rechaza la hipdtesis de investigacion que enuncia: la poblacion
infantil de cero a cinco afios que asisten al servicio de Rehidratacion Oral del Hospital
Nacional San Juan de Dios que presentan cuadro diarreico de debe a Echerichia coli

0157; H7.
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GRAFICO Nol.

FRECUENCIA DE ESCHERICHIA COLI ENTEROHEMORRAGICA O157;H7
LA POBLACION INFANTIL DE 0 A 5 ANOS

PORCENTAJES
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COMPROBACION DE LA HIPOTESIS ALTERNATIVA
RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS COPROCULTIVOS REALIZADOS A LA

POBLACION INFANTIL

EDADES | SEXO | ESCHERICHIA | SHIGELLA | ESCHERICHIA X > X
COLI 0O157;H7 COLI

M 0 1 5 2 26

0-1 F 0 0 4 13333 | 16

M 0 0 10 3.3333 | 100

2-3 F 0 1 10 3.6667 | 101

M 0 0 1 03333 1
4-5 F 0 0 4 13333 | 16
3 x 0 2 34

X 0 0.3333 5.6666

El cuadro No. 2 presenta los resultados obtenidos en los coprocultivos realizados a la
poblacion infantil de 0 — 5 afios que asistio al Servicio de Rehidratacion Oral del

Hospital Nacional San Juan de Dios en el periodo de Julio a Septiembre de 2006.

Para un mejor ordenamiento de los datos se utilizo el diseno Factorial en un arreglo
de bloques al azar el cual consiste en una serie de combinaciones para un orden ldgico

de los resultados; obteniéndose una media aritmética (X) vy una sumatoria de X

(2x).
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PASOS PARA EL FACTORIAL EN UN ARREGLO DE BLOQUES AL AZAR

1- Arreglos para suma de cuadrados.

EDADES SEXO Yi
M F

0-1 6 4 10

2-3 10 11 21

4.5 1 4 5

Yj 17 19 36

2- Suma de cuadrados

> Suma de cuadrados de la edad

ScA (edad)= Y Yi* - Y?

br abr

Donde:

ScA = Suma de cuadrados de la edad
> Y1= Sumatoria del rango de edad
Y = Total de bacterias encontradas

a = Edad repeticion (3)

b = Sexo repeticion (2)
r = repeticion en cada edad y sexo.
ScA (edad)= Y Yi* - Y? =_10°+21°+5* - 36 = 566 - 1296 =
br  abr 2x3 3x2x3 6 18

69




9433 - 72 = 22.33

> Sumatoria del cuadrado del sexo

ScB (sex0)= Y Yj*- Y?

ar abr
Donde:
ScB = Sumatoria de cuadrados del sexo
> Yj = Sumatoria rango de sexo

a  =Edad repeticion ( 3)

b =Sexo repeticion (2)
r = repeticion en cada edad y sexo.
ScB (sexo)= Y Yj*- Y? = 177+ 19% - 36°
ar  abr 3x3 3x2x3

72.22 - 72 =0.22
» Sumatoria de los cuadrados de la edad y el sexo

ScAB = YYij* - Y? =

r abr
Donde:
ScAB = Sumatoria de cuadrados de la edad y el sexo
> Yij = Sumatoria rango de la edad y elsexo
a = Edad repeticion (3)
b =Sexo repeticion (2)

r = repeticion en cada sexo y edad.

650 -

1296 =

9

18
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ScAB = YYij? - Y = 6+4+10°+117+1°+4% - 36% =
r abr 3 3x2x3
290 - 1296 =96.66 - 72 = 24.66

3 18

ScAB =24.66-(22.33 +0.22) = 24.66 - 22.55 = 2.11

> Suma del cuadrado del tratamiento

Sctr = ScA? + ScB? + ScAB.

Donde:

Sctr = Suma del cuadrado del tratamiento combinada edad por sexo
ScA = Suma de cuadrados de la edad
ScB = Sumatoria de cuadrados del sexo

ScAB = Sumatoria de cuadrados de la edad y el sexo

Sctr = 22.33 + 022 + 2.11 = 24.66

» Sumatoria de los bloques para las bacterias

Donde:

Scbl: Suma del cuadrado de los bloques(bacterias)

Y YK? : Sumatoria de los diferentes tipos de bacterias

ScBl== YYK*- Y> = 0%+2%+34 - 36 =

1160 -

1296 =

ab abr 3x2 3x2x3

6

18
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193033 - 72 = 121.33

> Suma del cuadrado total

Sct = YYYYik - Y* =
Abr

Donde:

ScT = Suma del cuadrado total

> > > Yijk = Suma de todos los posibles errores

ScT = YSY¥Vijk - Y* = 260_- 36
Abr 3x2x3

260 - 372 =188

> Suma de cuadrado del error

ScEE = ScT - (Sctr + ScBI)

Donde:

ScEE = Suma de cuadrado del error

ScT = Suma del cuadrado total

Sctr = Suma del cuadrado del tratamiento ( sexo*edad)

ScBI = Sumatoria de los bloques (bacterias)

SCEE = ScT - (Sctr + ScBI) =188 - (24.66 + 121.33)

188 + 1458.99 = 42.01
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ANALISIS DE VARIANZA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS
COPROCULTIVOS REALIZADOS A LA POBLACION INFANTIL

Fa
FdeV gl Sc Cm fc 0.05 0.01
Tratamiento 5 24066 4.932 1.29(NS) 3.20 5032
Bloque 2 121.33 60.665 15.88(**) 3.98 7.21
(bacteria)

A (edad) 2 22.33 11.165 2.92(NS) 3.98 7.21
B(sexo) 1 0.22 0.22 0.06(NS) 4.84 9.65
A * B 2 2.11 1.055 0.28(NS) 3.98 7.21

Error 11 42.01 3.82
Total 17 188

Para obtener un anélisis logico y ordenado de los datos se realizd un analisis de
varianza de los resultados obtenidos en los coprocultivos realizados en la poblacién

infantil durante la ejecucion de la investigacion.

El analisis de varianza consta de seis componentes donde cada uno de ellos contiene

un orden de los elementos.

El primero de ellos es el factor de variable (f de v) que esta formado por cuatro
elementos importantes como lo es el tratamiento (combinacion sexo, edad), bloque

(bacterias), edad (A) y sexo (B).

El segundo corresponde a los grados de libertad (gl) que implica el nimero de

repeticiones tanto del sexo (2) como de las edades (3).
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El tercer componente compete a la suma de cuadrados (Sc) que no es mas que el

resultado de los elementos que forman el factor de variable.

El cuarto componente es el cuadrado medio (Cm) el cual se obtiene dividiendo la
suma de los cuadrados entre cada grado de libertad; para luego el F calculado (fc) que
forma el quinto elemento, se obtiene dividiendo el cuadrado medio entre cuadrado

medio final.

Por ultimo los datos obtenidos en el f calculado se comparan con el f tabla al 1% y al

5% de esa forma se obtiene el grado de significacion para cada resultado.

INTERPRETACION:

El andlisis de varianza se llevo acabo mediante una serie de combinaciones en donde
el tratamiento corresponde a la combinacion del sexo y edad obteniéndose un F
calculado con un grado de no significancia al ser comparado al F tabla al 5% y 1% lo
que indica que no existe sexo ni edad especifica para que los nifios /as presenten cuadro

diarreico.

El bloque corresponde a las bacterias que producen cuadro diarreico en la poblacion
infantil mostrando un alto grado de significacion al compararse con el F tabla tanto al
5% como al 1% razén por la cual posteriormente se aplica la Prueba de Duncam para
determinar cual es la bacteria que se aisla con mayor frecuencia en los coprocultivos de

nifios/as con cuadros diarreicos.
Luego se encuentra la edad (A) y el sexo (B) demostrandose estadisticamente que

independientemente del sexo o la edad todos los nifios/as son vulnerables a presentar

cuadro diarreico.
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PRUEBA DE DUMCAN

» Error tipico de la diferencia

ETD = Tx 2cmE

r
Donde:

ETD = Error tipico de la diferencia
Tx = T tabla

cmE = Cuadrado medio del error

r = Numero de repeticiones

ETD = Tx 2cmE =

R

5% =2.201 2(3.82) = 2.4836
6

1% = 3.106 2(3.82) = 3.5048

6

» Posicion relativa en el arreglo de la media
ECO = Escherichia coli
ECO O157;H7 = Escherichia coli O157;H7
ECO Shigela ECOO0O157;H7

5.6666 0.3333 0
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» Factor de significacion

= 2
5% 1.00
1% 1.00

» Diferencia minima significativa

DMS = R x ETD

Donde:

DMS = Diferencia minima significativa

R

Factor de significacion

ETD = Error tipico de diferencia

R= 2
5% 2.4836
1% 3.5048

2.6078

3.6800

» Arreglo de media en orden de magnitud y prueba de significacion

ECO Shigella ECO O157:H7
X 5.6666 0.3333 0
ECO 56666 | oo 1.8836 5.6666 (xx)
Shigella 03333 | —oooom | e 0.3333 (NS)
ECOOIS7T:H 0 |  coooeeee | eeeeeee |
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Resumen de comparaciones
- Con lineas: todos los no significativos

ECO Shigella ECO 0O157;H7

<«

(193]

- Con letras: ordenar los datos por letras donde la letra “a” es la mayor

ECO 5.6666 a
Shigella 0.3333 b
ECOOI157; H7 0 b

La prueba de Dumcan se aplico por que durante la ejecucion de la investigacion se
incluyeron tres elementos (bacterias), donde uno de ellos se encontr6 en mayor
proporcion y para determinar que elemento (bacteria) presentdé mayor incidencia; se

llevo a cabo dicha prueba la cual consta de seis pasos que se detallan a continuacion.

En primer lugar se busca el error tipico de la diferencia al 5% y 1% en la “T” tabla.

Luego la posicion relativa en arreglo de la media que consiste en ordenar la media de

los diferentes datos de mayor a menor.
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En tercer lugar se obtiene el factor de significacion de cada dato para saber si el
resultado posee: alto grado de significacion, significacion relativa o no tiene

significacion este realiza comparado cada dato con la tabla del factor “R” al 5% y 1%.

El cuarto paso se tiene la diferencia minima significativa (DMS) donde se multiplica

el factor “R” (al 5% y1%) por el error tipico de la diferencia.

El quinto paso incluye el arreglo de media en orden de magnitud y prueba de
significacion es decir ordenar los datos de mayor a menor, a los resultados obtenidos se

les realiza la prueba de significacion.

Como ultimo paso se tiene la prueba de comparaciones la cual se realiza de dos
formas: con lineas y con letras, en la primera forma todos los datos que no son
significativos se les traza una linea, la segunda implica un arreglo de letras donde la
letra “a” es la maxima nota luego le sigue la “b,c,....” Y asi sucesivamente segin la

cantidad de datos.

INTERPRETACION

Al aplicar la prueba de Dumcan se comprueba estadisticamente que la Eschericha
coli es la bacteria que con mayor frecuencia produce diarrea a la poblacion infantil ya
que presenta alta significancia; la Shigella es otra bacteria que produce cuadro diarreico

a la poblacion pero en menor proporcion ya que no presentd significancia alguna.

Por tal razon se acepta la hipdtesis alternativa que enuncia lo siguiente:

La poblacion infantil de 0 — 5 afios que asiste al servicio de Rehidratacion Oral del
Hospital Nacional San Juan De Dios de la Ciudad de San Miguel, que presenta cuadro
diarreico se debe a bacterias como la, Shigella y Salmonella y otros tipos de Eschericha

coli.
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GRAFICO No 2

RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS COPROCULTIVOS REALIZADOS EN

MEDIA ARTTMETICA

N

LA POBLACION INFANTIL DE 0 A 5 ANOS

0,3

ECO SHIGELLA ECO O157:H7
BACTERIAS EN ESTUDIO

OECO
O SHIGELLA

CIECO O157:H7

FUENTE: Resultado de laboratorio y diario de campo
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CUADRO No 3

FRECUENCIA DE ESCHERICHIA COLI Y SHIGELLA EN LA POBLACION
INFANTIL DE 0 -5 ANOS

VARIABLES FRECUENCIA DE CASOS POSITIVOS FRECUENCIA DE
CASOS NEGATIVOS
EDADES | SEXO | ESCHERICHIA % SHIGELLA % NO %
COLI BACTERIA
PATOGENA
0-1 M 5 8.77% 1 1.75% 6 10.53%
F 7.02% 0 0 3 5.26%
4
2-3 M 10 17.54% 0 0 6 10.53%
F 10 17.54% 1 1.75% 3 5.26%
4-5 M 1 1.75% 0 0 2 3.51%
F 4 7.02% 0 0 1 1.75%
TOTAL 34 59.64 2 3.6% 36.84
% %

FUENTE: Resultado de laboratorio y diario de campo

ANALISIS

El cuadro No. 3 muestra el porcentaje de casos positivos (Escherichia coli y Shigella)
y negativos (no se aislo bacteria patdogena) que se obtuvieron en 57 pacientes

muestreados durante la ejecucion de la investigacion.
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De los 57 nifios/as muestreados el 59.64% present6 diarrea por Escherichia coli, el

3.5% por Shigella y e el 36.84% de la poblacion infantil no aislé bacteria patogena.
INTERPRETACION

El cuadro anterior muestra que el 59.64% de los cuadros diarreicos fueron causados
por Escherichia coli presentando un alto grado de incidencia en comparacion con la
Shigella cuyo porcentaje es de 3.5%; por lo tanto se comprob6 que la Escherichia coli

es la que produce con mayor frecuencia diarrea en la poblacidn infantil.

El 36.84% de nifios/as a los que se les realizd el coprocultivo no se les aislo bacteria

patdgena.
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GRAFICO No 3

FRECUENCIA DE ESCHERICHIA COLI Y SHIGELLA EN LA POBLACION

PORCENTAJE DE NINOS

INFANTIL
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FUENTE: Cuadro No 3
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GRAFICO No 3

FRECUENCIA DE ESCHERICHIA COLI Y SHIGELLA EN LA POBLACION

PORCENTAJE DE NINAS
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES



6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

6.1 CONCLUSIONES

Con base al analisis e interpretacion de los resultados y a todo el proceso de

investigacion se concluye que:

v' La Escherichia coli O 157; H7 no es la principal causante de cuadros diarreicos
en la poblacion de 0 — 5 afios que asisten al servicio de Rehidratacion Oral en el

Hospital Nacional San Juan de Dios de la ciudad de San Miguel.

v De las hipotesis planteadas se aceptd la hipotesis alternativa que establece lo
siguiente: La poblacion infantil de 0 — 5 afios que asisten al servicio de
Rehidratacion Oral en el Hospital Nacional San Juan de Dios que presenta
cuadro diarreico se debe a bacterias como la Shigella, Salmonella vy otros tipos

de Escherichia coli.

v También se aceptd la hipdtesis nula que enuncia lo siguiente: La poblacion
infantil de 0 — 5 afios que asisten al servicio de Rehidratacion Oral en el Hospital
Nacional San Juan de Dios que presentan cuadro diarreico, no se debe a

Escherichia coli O 157; H7.

v" Durante la investigacion se concluyd que la Escherichia coli produce cuadro
diarreico con mayor frecuencia en la poblacion infantil de 0 — 5 afios seguida en

menor proporcién por la Shigella.
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v Que el sexo y la edad no son factores predisponentes para que los nifios/as

presenten cuadro diarreico.
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6.1 RECOMENDACIONES.

Con el presente trabajo de investigacion se comprobd que la Escherichia coli
enterohemorragica 0157, H7 no es la principal causante de diarrea en la poblacion
infantil pero que existen otras bacterias como /a Escherichia coli y la Shigella que
son causantes de cuadro diarreico con mayor frecuencia en los nifios/as de o — 5 afios

por lo cual se recomienda lo siguiente:
Al ministerio de Salud Publica:

v Que imparta campafias sobre la higiene a la poblacion en general.

v Que promueva capacitaciones al personal de laboratorio sobre
pruebas diagnosticas para el aislamieno de Escherichia coli
enterohemorragica 0157; H7.

v" Que facilite los fondos necesarios para que cada hospital compre los

medios de cultivo y reactivo adecuados para el aislamiento y la

identificacion de Escherichia coli enterohemorragica 0157; H7.
Al laboratorio clinico del Hospital Nacional San Juan de Dios de la ciudad de San
Miguel se le recomienda lo siguiente:
v' Que le dé continuidad a la investigacion de Escherichia coli

enterohemorrdagica O157; H7 ya que es una bacteria poco frecuente y

un caso positivo es de mucha importancia epidemiolégica.
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v' Se le sugiere que establezca medidas para una adecuada toma de
muestra y de esta forma garantizar un control de calidad en las etapas

del laboratorio.
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ANEXOS



ANEXO 1

MESES
SEMA NA-
NAS

FEBRERO

MARZO

ABRIL

MAYO

JUNIO

JUuLIO

AGOSTO

SEPT.

OCT.

NOV.

DIC.

ACTIVIDADES

INSCRIPCION DEL PROCESO

ELABORACION DEL PERFIL DE INVESTIGACION

ELABORACION DEL PROTOCOLOGO DE
INVESTIGACION

ENTREGA DEL PROTOCOLOGO DE
INVESTIGACION

EJECUCION DE LA INVESTIGACION

FABULACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE
DATOS

ELABORACION DEL INFORME FINAL

PRESENTACION DEL INFORME FINAL

EXPOSICION ORAL DE LOS RESULTADOS
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ANEXO 2

MESES JULIO AGOSTO SEPTIEMBRE
SEMANAS
DiAS 22123(24|25|26(27|28(31(|1(2|3|4|7|8[9(10|11(14|15|16(17|18|21|22|23|24|25|28|29|30 |31 111213141518 |19[20|21 |22

Planificacion y
Coordinacién
para la
distribucion de
actividades.

Preparacion de
Medios de
Cultivo.

Toma de
Muestras y
Sembrarlas en
Mac Con Key.

Aislamiento de
las bacteria en
Mac Con Key
con sorbital y el
Cromo Cen
ECCSy
pruebas
Bioquimicas.

Realizacién de
la Prueba de
oxidasa e
interpretacion
de los
resultados.

Las Actividades seran realizadas duacuerdo a la siguiente distribucion:

a) 24 Julio al 11 de Agosto : Yesenia Lorena Rodriguez Argueta

b) 14 de Agosto al 1 de Septiembre: Yecenia Maritza Garcia Zamora

c) 4 de Septiembre al 22 de Septiembre: Noris Eugenia Guevara Moon.
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ANEXO 3

.>w' e .
Region nuclear i

Ribosomas
Citosol
Membrana plasmatica

Espacio periplasmico

Pared celular

Flagelos

La figura muestra la estructura de Escherichia coli que es un bacilo gram negativo el

cual habita el intestino del humano como parte de la flora normal.



ANEXO 4

Esta figura muestra la estructura antigénica de Escherichia  coli
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ANEXO 5

En esta figura se observan los flagelos que posee Escherichia coli



ANEXO 6

En este anexo se observan los Pilis o fimbrias que posee Escherichia coli y que

contribuyen a la adherencia a las células del huésped.
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ANEXO 7

MacConkey con Sorbitol

Resumen pancredtico de la gelatina 17.0 gm
Sorbitol 10.0gm
Cloruro de sodio 5.0gm
Resumen pancreatico de la caseina 1.5gm
Resumen péptico del tejido fino animal 1.5gm
Mezcla de las sales de bilis 1.5gm
Rojo neutral 30.0mg
Violeta Cristalina 1.0mg
Agar 13.5gm

PH final 7.1 +/- 0.2 en 25 grados de C.

En esta tabla se mencionan los componentes del MacConkey con sorbitol.



ANEXO 8

Este anexo muestra el MacConkey con sorbitol que permite el crecimiento de

Escherichia coli O157;H7, observandose las colonias incoloras.
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ANEXO 9

En esta figura se muestran las colonias incoloras de Escherichia coli O157; H7 en

MacConkey con sorbitol.
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ANEXO 10

Esta figura muestra el crecimiento de Escherichia coli enterohemorragica 0157, H7

en el medio de MacConkey con sorbitol adicionandole cefixime.
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ANEXO 11

Agar MacConkey con Sorbitol CromoGen ECCS
1%

" E.coli 0157:H7 = E. coli 0157:H7

W Pseudomonas sp. " Coliforms

=1 Vibrionaceae W Aeromonas sp.
| Coliforms M P, aerogenes
W Proteae W Yersinia sp.

| A. faecalis & Vibrio sp.

B yersinia sp.

| BNF

CromoCen ECCS + Oxidasa + GAD

E. coli 0157:H7

En esta figura se muestra la sensibilidad del MacConkey  con sorbitol y
el CromoCen ECCS para la determinacion de Escherichia coli O157;H7 ; los cuales
acompafiados de las pruebas de Oxidasa y Glutamato descarboxylasa  son

confirmatorios para la determinacion de la bacteria.
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ANEXO 12

Esquema para el aisiamiento e Identificacion de E. coll O157:H7

Schedivle for the isolation and identification of E coff GHST:HT

Hussliax dn atma oy
{85 g e 35 mi de TCRS + nevohiaciea)

Foay siomer
{25 5 in 289 ml af TORS » Avwakacned

Agil de MasZoaky
e Birbilal
Rerkitid Myt Caniwy
cak Sariviv

ncehacien:
M
(ol far
M hewey
e

] | EE)

nzatazidn
. poaz o

M haws

-

Comiemaciin smidgica
Exrmiligeeal coninmadicn ,

Mussirzs fe heces

T CromoCen” ECCS )
18 #4 horas
irnzein
fncatafe ar
¥ - 24 Bairs

Pruska de Deidem
Hﬂihﬂ

f o D157:HT,

Al pin lagnl

=

£, cak (AT:NT j

Conflimain serakijica
WEMJ

-n

En este esquema se muestran los pasos a seguir para el aislamiento de Escherichia

coli O157; H7 y la identificacion de esta haciendo uso de la prueba rapida Glutamato

Descarboxylasa.
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Caracteristicas Técnicas del Producto

ANEXO 13

Technical characteristics of the Product

Microorganismos Caracteristicas Pruebas rapidas Inoculacién por el Inoculacién por el
de las adicionales método de inundacién método de estriado
colonias aisladas de la superficie de placas
Microorganisms Characteristics Fast aditional test Inaculation by Inoculation b
of isolated colonies Spread-plate method Streak-plate method
E. coli 0157:HT Azules verdosas, GAD (+)
bordes traslicidos, Oxidasa (-)
sin fluorescencia
Blue greenish GAD (+)
traslucent borders, Oxidase (-)
without fluorescence
Bacterias Inhibidas
Gram-positivas
Gram-positive Inhibited — = —
bacteria

GAD- prueba rapida de la enzima glutamato descarboxylasa

OXIDASA- prueba de la oxidasa en papel de filtro

GAD- glutamate decarboxylation rapid test
OXIDASE- oxidase test of filter paper

Esta figura muestran los medios cromogénicos y fluorogénicos que son utiles para el

aislamiento de Escherichia coli O157; H7
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ANEXO 14
Preparacion de medios de cultivo

v" MacConkey
v" MacConkey con sorbitol

Pesar la cantidad de medio de cultivo a utilizar

l

Disolverlo en agua destilada

l

Llevarlo a ebullicion

l

Autoclavear

l

Vertir en placas de petri, y guardarlas en el refrigerador.
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ANEXO 15

Medios Cromogenicos y Fluorogénicos

v" CromoCen ECCS

Pesar la cantidad de medio de cultivo a utilizar

l

Disolverso en agua destilada

l

Llevarlo a ebullicion

Verter en placas de petri, y guardarlas en el refrigerador.
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ANEXO 16
Pruebas bioquimicas
v Tres Azucares y Hierro (TSI)

v" Citrato

Pesar la cantidad de medio de cultivo a utilizar

l

Disolverlo en agua destilada

l

Llevarlo a ebullicion

l

Vertir en tubos con rosca

l

Autoclavear

l

Colocar los tubos en posicidn inclinada para la formacién del bisel.
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ANEXO 17

v’ MIO
v Rojo de Metilo

Pesar la cantidad de medio de cultivo a utilizar

l

Disolverlo en agua destilada

l

Llevarlo a ebullicion

l

Vertir en tubos con rosca

l

Autoclavear

l

Dejar enfriar y colocarlos al refrigerador
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ANEXO 18
v" Urea

Autoclavear la cantidad de agua destilada a utilizar

l

Pesar la cantidad de medio de cultivo a utilizar

l

Disolverlo en el agua destilada previamente autoclaveada

l

Vertir en tubos con rosca
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ANEXO 19

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

En primer lugar se pesa la cantidad de Dependiendo la cantidad de medio asi
medio a utilizar sera el volumen de agua agregada

Se lleva a ebullicion en la cocina, el Se vierte en las placas y se deja enfriar
MacConkey y MacConkey sorbitol luego se colocan al refrigerador.

se esterilizan pero el CromoCen no

por que contiene inhibidores
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ANEXO 20

SIEMBRA DE LOS COPROCULTIVOS

Este anexo muestra la inoculacion de las heces en el medio de MacConkey

donde se toma la muestra con un asa estéril y luego se realizan tres estriados.
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ANEXO 21

COLONIAS DE ESCHERICHIA COLI

e

En este anexo se observa el crecimiento de Escherichia coli en el medio de

MacConkey.
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ANEXO 22

AISLAMIENTO DE LAS BACTERIAS EN MACCONKEY SORBITOL Y
CROMOCEN ECCS.

En este se muestran los aislamientos de Escherichia coli en el medio de

MacConkey con sorbitol y en el CromoCen ECCS
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ANEXO 23

CRECIMIENTO DE ESCHERICHIA COLI EL MACCONKEY CON SORBITOL
Y CROMOCEN ECCS.

Se muestran las colonias de Escherichia coli en los dos medios utilizados durante la

investigacion.
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ANEXO 24

PRUEBAS BIOQUIMICAS REALIZADAS A ESCHERICHIA COLI

Este anexo muestra la inoculacion de Escherichia coli en las pruebas bioquimicas

(TSI, Citrato, Indol, Rojo de Metilo y la Urea)
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ANEXO 25

INTERPRETACION DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS

7 =H’
| ..I.r.p'“i “‘“1' §

Este anexo muestra las reacciones de las pruebas bioquimicas las cuales permiten la

interpretacion de los resultados.
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ANEXO 26

REALIZACION DE LA PRUEBA DE OXIDASA

Se utiliza una caja de petri con papel El reactivo que se utilizo fue la oxidasa

Filtro

Se diluye reactivo de oxidasa en agua Con un palillo se coloca la bacteria en estudio
Destilada y se le coloca reactivo de oxidasa si no hay
cambio de color es negativa pero si cambia

a color purpura es positiva
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ANEXO 27
UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD MULTIDISCIPLINARIA ORIENTAL
DEPARTAMENTO DE MEDICINA

LIC. LABORATORIO CLINICO

FICHA DE REGISTRO DE LOS NINOS/ASDE 0 - 5 ANOS QUE
PRESENTARON CUADRO DIARREICO

FECHA: REGISTRO:
NOMBRE: EDAD: _ SEXO:
SERVICIO:

RESULTADOS:

HOSPITAL NACIONAL SAN JUAN DE DIOS
SAN MIGUEL.
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