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o ADN: Acido Desoxirribonucleico.
o ARN: Acido Ribonucleico.
o ATCC: American Type Culture Collection.
o CH: Colitis Hemorrégica.
o dNTPs: Dinucledtidos Trifosfatos.
o EDA: Enfermedad Diarreica Aguda.
o ECAD: Escherichia coli adherente difusa.
o ECEA: Escherichia coli enteroagregativa.
o ECEH: E. coli enterohemorréagica.
o ECEI: Escherichia coli enteroinvasiva.
o ECEP: Escherichia coli enteropatogénica.
o ECET: Escherichia coli enterotoxigénica.
o ELISA: Ensayo Inmuno Enzimatico (Enzyme Linked Inmumoassay).
o OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
o PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polimerase Chain Reaction).
o PTT: Purpura Trombotica Trombocitopenica.
o rpoS: factor de transcripcion sigma.
o Stx: Toxina Shiga.

o SUH: Sindrome Urémico Hemolitico.



Resumen

En los ultimos afios la enfermedad diarreica aguda (EDA) ha sido considerada una patologia de gran
impacto de salud publica a nivel mundial. En Nicaragua esta enfermedad es la segunda causa de
morbilidad infantil. Uno de los agentes entéricos asociados a diarrea es la Escherichia coli
enterohemorragica (ECEH), principalmente el serogrupo 0157, del cual existe poca informacién en el
pais. En el presente estudio se identificd la frecuencia de ECEH 0157, en 95 casos de diarrea severa en
nifios menores de 5 afios del municipio de Chinandega; Encontrandose un 11.6% (11/95) de muestras
positivas para ECEH, ya sea solas 0 en asociacion con otros agentes. Al realizar la caracterizacion
molecular de las 11 cepas, el 90.9% (10/11) fueron vtl y la cepa faltante presentd el fragmento
correspondiente al gen rfb O157 (339 bp), ademas de vtl-vt2. Siendo este un hallazgo de gran
relevancia clinico-epidemiologico, ya que es el primer reporte de ECEH O157 asociada a un cuadro de
diarrea en nifios de nuestro pais. El total de casos positivos para ECEH ocurrieron en nifios entre las
edades de 0-24 meses (P=0.001), por lo que se puede especular que los nifios menores de 2 afios estan

mas propensos a presentar una infeccidn por este tipo de bacteria en nuestro medio.
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Introduccion.

En los Gltimos afios la enfermedad diarreica aguda (EDA) ha sido considerada una patologia de gran
impacto en la salud publica, y una causa muy importante de desnutricion. La mortalidad por EDA en
los nifios ha descendido de 4,5 millones en 1979 a 1,4 millones en el 2004. A partir de 1978 la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) inicio un Programa de Control de las Enfermedades
Diarreicas (CED) con el objetivo de disminuir la mortalidad, morbilidad y desnutricién. Sin embargo,
sigue cobrando muchas victimas entre los nifios de los paises en via de desarrollo ocupando el

segundo lugar entre las principales causas de morbi-mortalidad infantil a nivel mundial.

La gran variedad de manifestaciones clinicas que se observan en las enfermedades diarreicas agudas
es equiparable a la gran diversidad de agentes infecciosos que las originan. La mayoria de estos
agentes entéricos se trasmiten por via fecal-oral, a través de contactos directos personales, o con
mayor frecuencia, al ingerir alimentos y agua contaminadas con los microorganismos patdgenos que
estan en las heces de humanos o de animales. Los principales agentes entéricos asociados a diarrea
son virus, bacterias, levaduras y parasitos patégenos. ' Entre las bacterias patdgenas asociadas a la

EDA estan las Escherichia coli diarreogénicas, pudiéndose clasificar en 6 patotipos:

a)E. coli productora de verocitotoxinas (ECVT)/E. coli enterohemorragica (ECEH)
b)E. coli enterotoxigénica (ECET)

c)E. coli enteropatogénica (ECEP)

d)E. coli enteroinvasora (ECEI)

e)E. coli enteroagregativa (ECEA)

f) E. coli adherente difusa (ECAD)

La ECEH fue descrita por primera vez como patégeno humano en 1982, en brotes caracterizados por
diarreas sanguinolentas o colitis hemorragicas (CH). Estos ocurrieron en Michigan y Oregon, EE.UU
relacionados con la ingesta de hamburguesas en restaurantes de comidas rapidas. El serogrupo de las
ECEH mas asociado a la EDA y/o CH es el O157. Reportandose éste hoy en dia como una causa
comun de brotes de diarrea con sangre y sindrome urémico hemolitico (SUH) en los Estados Unidos.

@4 Dos brotes en personas Estadounidenses con diarrea por E. coli 0157 encontrados en la literatura



son: el de Enero de 1993 y el ocurrido entre Marzo y Julio del 2009 afectando en su mayoria a nifios
(5.6)

A nivel mundial las ECEH estan asociadas a brotes causantes de CH y SUH, por ejemplo en el viejo
continente un brote reciente fue reportado por el Instituto Robert Koch en junio del 2011 en
Alemania. En este ocurrieron 39 casos fatales, 810 casos de SUH y 2,684 casos de diarrea con o sin
sangre en pacientes infectados por una cepa ECEH del serogrupo 0104. Datos de la OMS indican
que esta cepa se esparcié al resto de Europa, inclusive reportandose casos en Canada y los Estados
Unidos

En nuestro continente, especificamente en Argentina, el SUH es endémico y una importante causa de
insuficiencia renal aguda en nifios <5 afios. De igual manera en Chile y Uruguay, el SUH ocurre en
4-5 por cada 100.000 nifios <5 afios, en quienes constituye la principal causa de fallo renal. Sin
embargo, los serotipos mas cominmente aislados antes del 2004 en Uruguay fueron 0111, 026 y
0145. Por otro lado, en Chile un estudio realizado por Zambrano y cols en el 2005, encontré en
pacientes internados por SUH en 5 hospitales de Santiago entre 1990 - 2002 un agente etiologico en
17% de los casos. El 69% de estos estaba relacionado a E. coli, distribuyéndose de la siguiente
manera el 9 % O157:H7, 2% 0125, 2% 0114, 9% 0142 y un 47% no tipificable. ¢

En 1996 en Costa Rica, se reporta el primer caso de E. coli O157:H7 como causa de diarrea asociada
a SUH. En este estudio, se analizaron cuatro muestras de heces de nifios menores de dos afios con
sospecha de SUH, aislandose en dos de los casos E. coli O157:H7. Otro ejemplo, es el realizado en
el afio 2000 siempre en Costa Rica, reportandose un caso de SUH asociado a E. coli O157:H7 en un

paciente VIH+ 1213

En Nicaragua la enfermedad diarreica aguda (EDA) es la segunda causa de morbilidad infantil. @
Un estudio por Vilchez y cols., en el 2009, demostré en Nicaragua por primera vez que las ECEH
estaban asociadas al 1.9% de los casos de diarrea infantil que no requerian hospitalizacion y a un
2.9% de los casos de diarrea severa, en la ciudad de Leon. Sin embargo, en este estudio no se
investigd los serogrupos a los que pertenecen las cepas ECEH identificadas. Otro estudio realizado
por Ramirez y cols., en el 2011 encontré6 ECEH O157 en muestras de heces de terneros empleando un

ensayo de PCR Multiplex. Un tercer estudio, con muestras fecales de bovinos provenientes de fincas



aledafas de la ciudad de Ledn, realizado por Ruiz y cols., en el 2012, encontro relacion fenotipica
entre las cepas aisladas de bovinos con cepas aisladas de nifios del primer estudio aqui descrito. 5"
Los nifios nicaraglienses estan altamente expuestos a una diversidad de patdgenos entéricos causantes
de diarrea, siendo el Rotavirus el de mayor importancia médica antes de la introduccion de la vacuna
RV5. Esta vacuna puede tener un impacto en la distribucion etiolégica de los agentes antes
mencionados. Lo cual se puede especular con el hecho que el nimero de consultas por diarrea no ha
disminuido y si ha decrecido los casos asociados a Rotavirus. El presente estudio tiene como
proposito investigar casos de diarrea severa del municipio de Chinandega asociadas a ECEH casi 6

afios después de la introduccion de la RV5.



2. Planteamiento del problema.

¢Cual es la frecuencia de ECEH 0157 en nifios menores de 5 afios con diarrea severa atendidos en el
Hospital Materno Infantil Mauricio Abdalah de la ciudad de Chinandega?



3. Objetivos

3.1 Objetivo General

e Investigar la frecuencia de ECEH O157 en pacientes menores de 5 afios con diarrea severa

atendidos en el Hospital Materno Infantil Mauricio Abdalah de la ciudad de Chinandega.

3.2 Objetivos Especificos
a. ldentificar por métodos moleculares las caracteristicas de las cepas de ECEH aisladas de casos de
diarrea severas y si estas pertenecen al serogrupo O157.

b. Correlacionar las caracteristicas clinicas y epidemiolédgicas de los pacientes estudiados con la

presencia de ECEH.



4. Marco teorico.
4.1 Escherichia coli enterohemorrégica

Existen seis patotipos principales de la bacteria E. coli diarreogénicas que produce gastroenteritis en
el hombre. Entre las cuales encontramos la ECEH, la cual elabora dos verocitotoxinas VT1 y VT2,
que inducen severos dafios en la mucosa intestinal. El prototipo es el serotipo O157 responsable de la
mayorfa de los casos atribuidos a esta bacteria. )

ECEH 0157 fue descrita por primera vez como patégeno humano en 1982 durante dos brotes de CH
ocurridos en Oregdn y Michigan, EE.UU; debido al consumo de hamburguesas de restaurantes de
comidas rapidas. EIl serotipo O157 es el prototipo de E. coli que produce grandes cantidades de
toxinas que causan severos dafios a la mucosa intestinal. Estas toxinas estan muy relacionadas a las

toxinas que produce la Shigella dysenteriae tipo 1. ¢ *19)

La ECEH agrupa a muchos serotipos aislados de casos de CH y SUH en humanos. Entre los
serogrupos asociados a enfermedades en humanos y animales estan: 026, 0103, 0111, 0145, 091,
0104, 0113, 0117, 0118, 0121, 0128. EIl cuadro clinico causado por las cepas no-O157 se
caracteriza por diarrea acuosa con dolor abdominal y CH, siendo capaces de causar brotes o casos

aislados de diarrea. ¢*%

Habitualmente la infeccion en los seres humanos ocurre por la ingesta de alimentos contaminados. La
mayoria de los brotes estan asociados al consumo de productos carnicos contaminados e

insuficientemente cocidos. ¥

Las bacterias presentes en la ubres de las vacas o en las herramientas de ordefio pueden también
contaminar la leche por lo cual la leche cruda o no pasteurizada también ha estado involucrada en
algunos casos de enfermedad, tanto como el agua y vegetales fertilizados con material organico

pueden ser fuentes de la infeccion. ®202?)



Otros modos de trasmision son de persona a persona por la ruta fecal-oral o por contacto directo del
hombre con los animales. La mayoria de las personas expulsan ECEH 0157 durante
aproximadamente 7 a 9 dias; una minoria puede excretar el organismo durante 3 semanas 0 mas
luego del comienzo de los sintomas. En pocos casos la excrecion puede continuar durante varios

meses, (12021,23)

4.2 Manifestaciones Clinicas:

4.2.1 Infecciones Asintomaticas y Diarrea sin sangre: La mayoria de las infecciones aparecen
después de 3-4 dias. Los casos de infeccion asintomatica por E. coli O157 han sido localizados en
ocasiones en algunos brotes, aunque ha resultado complicado estimar su incidencia, debido a que las
muestras fecales de las personas implicadas rara vez son recolectadas para su cultivo. No obstante,
los anélisis microbioldgicos practicados a evacuaciones sin sangre asociadas a brotes han demostrado

que la frecuencia de E. coli 0157 es relativamente pequefia. ¢+

4.2.2 Colitis Hemorragica (CH): La CH ocurre en el 90% de casos y es caracterizada por periodos
de diarrea con sangre visible luego de 1-3 dias de iniciada la diarrea. Los pacientes reportan nausea,
vomitos, dolor abdominal normalmente méas severo al aparecer la sangre, y en algunos casos, por
calambres abdominales severos, fiebre de bajo grado; en otros, la fiebre esta ausente, y la
deshidratacion es posible. Algunos casos de CH estan limitados y se resuelven en aproximadamente

una semana. La colitis severa puede producir afectaciones severas al colon. ¢*2%,

4.2.3 Sindrome Urémico Hemolitico (SUH): EI SUH fue descrito por primera vez por Gasser en el
afio 1955. Los nifios menores de 5 afios y los ancianos son los grupos mas vulnerables. EI SUH
ocurre en el 15% de los nifios entre las edades de 10 afios diagnosticado con E. coli O157. Este
sindrome es la causa mas frecuente de insuficiencia renal aguda en la infancia y la segunda de

insuficiencia renal crénica a nivel mundial. 42

El SUH se caracteriza clinicamente por anemia hemolitica aguda, trombopenia con equimosis y
petequias, insuficiencia renal e hipertension arterial puede existir afectacion de otros érganos:
enterocolitis, afectacion neuroldgica, disfuncién hepatica, o afectacion cardiaca y pancreética.

Aparece generalmente en nifios, sin predominio de sexo. ¢”



Unas de las causas de SUH es la toxina O157:H7 de E. coli. La progresion de la infeccion por E.
coli O157:H7 a SUH sucede en el 2% al 7% de los casos esporadicos y hasta un 30% de los casos
epidémicos. La mayor parte de los brotes se producen por la ingesta de carnes poco cosidas las
transmision puede ser de persona a persona, el principal sintoma es la diarrea sanguinolenta, la
mayoria de los pacientes, estan oliguricos en el momento del ingreso, la duracion media de los
sintomas antes del diagndstico es de 6 dias, es comun la hipertension fiebre. Los hallazgos del
laboratorio son trombocitopenia, anemia hemolitica microangiopatica y los propios de la

insuficiencia renal aguda. "

4.2.4 Purpura Trombocitopénica Trombotica (PTT): Es una microangiopatia trombotica
caracterizada por el depdsito de agregados plaguetarios que obstruyen la microcirculacion que afecta
a oOrganos vitales, tales como el cerebro, corazon, el higado y rifiones. En la patogenia se han
involucrado tanto un aumento de sustancias proagregantes contenidas en el plasma de estos

pacientes, como dafio endotelial por fenémenos autoinmunes y toxinas. ¢”

La PTT incluye cinco sintomas: anemia hemolitica microangiopatica, trombopenia, fiebre, afectacion
renal y afectacion neuroldgica, coexistiendo en solo el 50% de los pacientes y siendo la anemia y la
trombopenia las mas comunes. EI diagnostico es esencialmente clinico hematoldgico, no existiendo
ningun dato de laboratorio especifico de la enfermedad. Los signos bioldgicos son la anemia
hemolitica microangiopatica y la presencia de esquistosito, junto a la trombopenia; la insuficiencia

renal suele aparecer tardiamente. "

4.3 Patogenia y factores de virulencia

Las verocitotoxinas juegan un papel importante en la patogenicidad de las ECEH, el mas comun de
los serotipos de ECEH que produce verotoxina es el O157:H7 que se caracteriza principalmente por
poseer un gen insertado por un bacteriofago Stx¢ en el cromosoma bacteriano que codifica una
potente toxina denominada “toxina Shiga” (Stx) por su relacion bioldgica y estructural con la toxina
Shiga sintetizada por Shigella dysenteriae tipo 1. También, se les llama verotoxinas por su actividad
citotoxica sobre las células vero in vitro. La Stx constituye el principal factor de patogenicidad y la

caracteristica distintiva de ECEH 829,



La familia de las toxinas Stx contiene 2 miembros principales que actian como N-glicosidasas
altamente especificas que no cruzan inmunol6gicamente, denominados Stx1 y Stx2; una misma cepa
de ECEH puede sintetizar una de ellas o ambas, e inclusive, multiples variantes de Stx2. Estas
toxinas poseen la estructura de las holotoxinas, que consta de una subunidad A central la cual puede
ser fragmentada proteoliticamente, produciendo un fragmento Al de 28 kDa, y otro A2 de 4 kDa, los
cuales permanecen juntos a través de un puente disulfuro , el péptido Al es el que posee la actividad
enzimatica, el A2 es responsable de la union no covalente de la subunidad A al pentdmero que
integra la subunidad B la cual tiene un peso molecular de 7.500 Da y tiene la funcion de mediar la

fijacion de la toxina a las células blanco 329,

La Stx1 es similar a la toxina producida por Shigella dysenteriae tipo 1, excepto en algunos casos en
los que se encuentra un residuo de aminoacido de diferencia; los prototipos Stx1 y Stx2 manifiestan
una homologia de secuencia de 55 y 57% en las subunidades A y B respectivamente, existen

variantes en vt2 designadas: vt2c, vt2d, vt2e, vt2f, mientras vtl es altamente conservada. ¢*3°

La patogeénesis involucra un proceso de multiples pasos, de complejas interacciones entre la bacteria
y el huésped. La etapa mas temprana en el proceso de la enfermedad es la ingesta de alimento
contaminado con ECEH, que es capaz de resistir la acidez gastrica. Este fenotipo es mediado por
rpoS que codifica un factor sigma de fase estacionaria que le permite sobrevivir por mas de dos horas
a pH por debajo de 2.5; una vez que ha atravesado el estbmago, de la ECEH se establece en las
regiones terminales del intestino permaneciendo limitada a la superficie de la mucosa (sin invadir de
forma sistémica); para evitar su absorcion por el flujo peristaltico y asi poder colonizar y
multiplicarse dentro del colon, desde donde secretan sus poderosas toxinas Shiga. Esta actla
directamente a través de la subunidad B uniéndose a su receptor especifico, el glucolipido
globotriaosilceramida (Gb3), presente en la superficie celular de las células eucariontes y por
razones desconocidas, presente en mayor cantidad en tejidos del epitelio renal, a lo cual puede ser

atribuida la toxicidad renal de la toxina Shiga. (** 26 28-30)

El receptor de la gran mayoria de las Stx es el glucolipido Gb3, el de la Stx2e es el Gb4; en este

sentido, la Stx2e se relaciona con el edema en cerdos, mas que con diarrea en humanos aungue,



ocasionalmente, algunas cepas que expresan esta variante se han aislado a partir de pacientes con
SUH o sindrome diarreico. Una vez fijada la toxina a su receptor, es internalizada y transportada al
aparato de Golgi (por un mecanismo de endocitosis) y posteriormente, hasta el reticulo endoplasmico
rugoso donde la subunidad A es internalizada y clivada en dos partes por una proteasa. El
componente Al luego se une al ribosoma e inactiva cataliticamente la subunidad ribosomal 60S al
liberar un residuo especifico de adenina en el rRNA 28S bloqueando de esta forma la sintesis
proteica produciendo de esta manera la muerte de las células que poseen el receptor tales como las de
epitelio intestinal y endotelio renal. Se han sugerido varias formas en que la toxina puede llegar al
torrente sanguineo y de aqui al rifion: por dafio al epitelio intestinal, por mediadores inflamatorios,
por espacios entre las células o incluso atravesando el epitelio intestinal intacto. El dafio a las células
endoteliales conduce al estrechamiento de la luz de los capilares, a esto se le suma el depdsito de
plaquetas y fibrinas que obstruyen la microvasculatura renal disminuyendo la tasa de filtracion

glomerular y fragmentando los eritrocitos 2=V,

4.4 Tratamiento

Cualquier nifio que tenga diarrea con sangre o severa y desnutricion grave debe ser referido de
inmediato al hospital, recibir liquidos apropiados para tratar la deshidratacion y una dieta blanda. La
mayoria de las personas se recuperan sin antibioticos u otro tratamiento especifico en el lapso de 5 a
10 dias. Los antibidticos deben evitarse ya que estos no logran reducir sintomas, ni disminuir las
evacuaciones; al contrario se piensa que el tratamiento con algunos de ellos puede aumentar el riesgo
a desarrollar SUH, este requiere en la mayoria de los casos hospitalizacion en una unidad de cuidados
intensivos en la fase aguda, para la inspeccion de los parametros bioquimicos y hematoldgicos,
debido a que el tratamiento es fundamentalmente de soporte. En la mayoria se requieren
transfusiones de sangre y didlisis, los pacientes que desarrollan falla renal irreversible pueden
necesitar un trasplante de rifién. EI 91 % de los nifios con PTT causada por SUH sobreviven con

cuidados médicos de apoyo, sin necesidad de tratamiento con plasma. ¢20226)

4.5 Diagnéstico de infecciones por E. coli productoras de verocitotoxinas:

Los métodos actualmente disponibles utilizados para detectar este patdgeno en muestras clinicas son:



4.5.1 Método presuntivo:

a) Aislamiento de ECEH en deposiciones utilizando el medio de cultivo selectivo MacConkey:

En este medio selectivo las colonias caracteristicas de E. coli son lactosa positiva, miden de 2 a 4
mm, convexas, con bordes regulares y una depresion umbilical en el centro de la colonia, de color
rosado intenso rodeadas de un halo de color rosado menos intensos formado por la precipitacion de

las sales biliares.

b) Pruebas Bioquimicas:
Luego del aislamiento en este medio el siguiente paso seria las pruebas bioquimicas correspondientes

las cuales daran las siguientes reacciones de las cepas de E. coli )

Tabla No. 1: Caracteristicas Bioquimicas de Escherichia coli.

PRUEBA [ TSI | LIA |MOVILIDAD [INDOL [ORNITINA|UREA|CITRATO [ MALONATO

REACCION | A/AG | K/Kg + + +/- - ; +

c) Aislamiento de ECEH en el medio de cultivo selectivo MacConkey Sorbitol (SMAC):

Este medio es recomendado para aislar ECEH ya que permite diferenciar cepas de E. coli
fermentadoras de sorbitol de las no fermentadoras. La E. coli fermenta el sorbitol en menos de 24
horas a excepcion del serotipo 0157 que lo hace en mas de 24 horas de incubacién. En la placa de

SMAC ECEH 0157 desarrollan colonias pequefias, incoloras y translicidas. 832

El cultivo es sensible dependiendo el periodo de la infeccion, cuando la muestra de heces es tomada
dentro de los dos primeros dias del comienzo de la diarrea, la recuperacion del agente es del 100%,
disminuye a 91.7% dentro de los 3 a 6 dias y a 33% después de los 6 dias. Cuando el SUH se

manifiesta, la ECEH O157:H7 se encuentra presente sélo en el 30 a 50 % de los casos. 83




4.5.2 Métodos confirmatorios:

Estos incluyen una gran diversidad de técnicas orientadas a identificar los genes de virulencia
descritos para ECEH O157:H7 entre los cuales se mencionan:

Hibridacion con sondas genéticas para el gen hly, sonda para stx1 y stx2 y sonda eae: Sonda
genética, son fragmento de ADN (0 ARN), homdlogo a una secuencia celular de ADN (o ARN), que
es capaz de unirse por hibridacién con esa secuencia celular de forma estable y altamente especifica
por reasociacién entre bases complementarias independientemente de la concentracién o abundancia
de esa secuencia de &cido nucleico que se busca, de la célula. En la muestra en estudio una sola sonda
puede reconocer su homdlogo unico entre millones. La necesidad de determinar la presencia de los
genes stxl y stx2, permitio el desarrollo de las sondas de ADN para la deteccion de ECEH.
Inicialmente, las sondas eran etiquetadas con P** o S* y fueron utilizadas para probar una gran
cantidad de aislados de E. coli para la presencia de genes stx por hibridacion de un fragmento de
ADN de la colonia con la sonda marcada. Estos procedimientos son altamente sensibles y
especificos, y cuando son rigurosas las condiciones en las que se realiza, las cepas que poseen stx1 y

stx2, o ambas, pueden ser distinguidas. ©*

Deteccion de genes vtl, vt2, hly y eae por PCR: Kary B. Mullis, en 1986 inventdé un método para
lograr la multiplicacion in vitro de fragmentos definidos de ADN conocida como reaccion en cadena
de la polimerasa (conocida asi por sus siglas en inglés “Polymerase Chain Reaction”). Este permite
producir mdltiples copias de un fragmento de ADN in vitro utilizando cebadores (primers)
especificos. Esta amplificacion se produce de forma exponencial, lo cual nos permite a partir de una
sola molécula obtener mas de un millon de moléculas, luego de 30 ciclos de termociclado. Estos
amplimeros luego son separados a traves de electroforesis y generalmente visualizados con radiacién
UV. En el caso especifico para cepas ECEH, se utilizan primers que amplifican un fragmento de la

regién conservada de los genes eae, vtl y vt2. ¢4

Ensayo de citotoxicidad en cultivo de tejidos utilizando las lineas celulares Vero y HelLa: La
sensibilidad de células Vero (células de rifidn de mono verde). La citotoxicidad para esta linea celular

sigue siendo el patron de oro para la confirmacion de aislamientos de E. coli productor de toxina



shiga. Estas células tienen una alta concentracion de Gb3 y de Gb4 en sus membranas plasmaticas, y
pueden ser utilizadas para detectar todas las variantes de Stx conocidas. Las células HeLa (células de
carcinoma cérvicouterino) también se han utilizado, pero esta linea celular carece de Gb4 y por lo
tanto es menos sensible a Stx2. ¢

Técnica inmunoenzimatica para deteccion de cepas de E. coli que estdn expresando la
produccion de las citotoxinas, usando anticuerpos especificos y un sistema de deteccién: Los
analisis mediante ELISA (conocida asi por sus siglas en inglés Enzyme Linked Inmumoassay),
juegan un papel importante en el diagnéstico, porque pueden detectar la presencia de ECEH (o de
otra especie que produzca Stx), de cualquier serogrupo. Actualmente se han creado muchas variantes
de esta técnica diagndstica, siendo su principal desventaja las diferentes sensibilidades de los ensayos
disponibles. %

Serotipificacion de los aislados: La caracterizacion de ECEH O157:H7 se basa en la comprobacion

de antigeno de la pared 0157 y el antigeno flagelar H7 esto es llevado de la siguiente manera;: *®

1. Caracterizacion de los antigenos somaticos O: se requiere cultivo puro de 24 horas en Agar
Nutritivo y Agar Tripticasa Soya, se verifica que la cepa no sea autoaglutinable en solucién salina
sobre una lamina de lo contrario posiblemente sea una cepa rugosa no apta para la caracterizacion

serologica.

2. Serotipificacion polivalente somatica: en menos de 1 minutos se observa la formacion de grumos

homogéneos al someter un pequefio inoculo de cepa fresca a una gota del antisuero O157.

3. Caracterizacion del antigeno flagelar H: para la determinacién de este antigeno se requiere la
siembra previa de la cepa en estudio en el medio Craigy para luego tomar una colonia de este
medio y realizar la aglutinacion en lamina con el antisuero H7 observandose para ECEH

0157:H7 una aglutinacion en grumos finos.



. Disefio metodoldgico.

— Tipo de estudio: Descriptivo de corte transversal.

— Area de estudio: Hospital Materno Infantil Mauricio Abdalah.

— Poblacién de Estudio: Todos los pacientes con diarrea severa hospitalizados en el hospital
Materno Infantil Mauricio Abdalah.

— Muestra: Aproximadamente 95 pacientes con diarrea severa hospitalizados en el hospital
Mauricio Abdalah, seleccionados de forma aleatoria y por conveniencia.

— Periodo de Estudio: Agosto a Noviembre de 2012.

— Definicion de casos: Episodio con mas de 3 evacuaciones por dia, acompafiado de fiebre y/o

vomito, en el cual el paciente requiere rehidratacion intravenosa y ser hospitalizado.

— Procesamiento inicial de la muestra: Las muestras fueron colectadas en contenedores
plasticos estériles. Estas fueron procesadas en el laboratorio del Hospital Materno Infantil
Mauricio Abdalah en un periodo no mayor a 2 horas, realizando un examen general de heces
donde se evaluo las caracteristicas macroscopicas (aspecto, color, consistencia, presencia si 0
no de sangre y/o moco) y microscopica (investigando la presencia de parasitos) Paralelamente,
se realizd una suspension en PBS 1X con 0.1mL/mL de material fecal, el cual fue sembrado en
Agar Sorbitol MacConkey (ASM) para el aislamiento sospechoso de E. coli y en Agar SS para
Salmonella spp y Shigella spp. Estas fueron luego incubadas a 37°C por 18 horas.
Posteriormente, toda colonia sospechosa de E. coli, Salmonella spp y Shigella spp, fueron
almacenadas a 4°C en PBS 1X para su posterior transporte y analisis al Departamento de
Microbiologia del Campus Médico, UNAN-LeonN.

— ldentificacion de colonias sospechosas de Salmonella spp y Shigella spp: Para la
identificacion de estas especies bacterianas se emple6 las pruebas bioquimicas descritas en el
manual de bacteriologia médica del CNDR/MINSA. &



Identificacion de Escherichia coli enterohemorrégica: Las colonias sospechosas para E.

coli aisl
descrito.

PCR m

1.

adas del ASM fueron analizadas, a traves de un ensayo de PCR mdltiplex aqui

ultiplex para E. coli enterohemorrégica:

Extraccion de ADN total: La extraccion del ADN de los aislados clinicos de E. coli 'y
las cepas de referencia (tabla 2) se realizé empleando el método béasico de extraccion
de ADN total en crudo. En el cual las cepas se recultivo en platos de Agar Maconkey-
Sorbitol durante 18 horas a 37°C. Posteriormente, se tomé una asada para hacer una
suspension en PBS 1X a una densidad MacFarland 4 (~12x10® UFC/ml). Luego se
calent6 a 100°C por 20 min, centrifugandose por 2 min a 12,000 rpmy se conservo el

sobrenadante a -20°C hasta el dia de su uso.

Reaccion de PCR: se utilizo PureTagReady-To-Go PCR Beads (GE Healthcare UK),
la cual contiene Tris/HCI (pH=9) a 10mM, KCI a 50 mM, MgCl, a 1.5 Mm, dNTP a
200uM cada uno, DNA Polimerasa 2.5U. Estas beads fueron re suspendidas hasta un
volumen final de 25ul agregando 17 pL agua libre de nucleasas, 6 pL totales de los
cebadores It-st, bfp, pCVD432, ial, rbfO157, vtl, vt2 y eaeA (a concentraciones de
0.2uM, excepto vtl a 0.4uM) y 2uL del extracto de ADN. Posteriormente, la mezcla

fue amplificada en un Thermociclador Applied Biosystem 2770, bajos las siguientes

condiciones:
95°C ‘ 95°C ----35 ciclos----
5 min ‘ 30 seg 72 °C 72 °C
58 °C 1 min 7min
30 seg 4°C

Figura 1: Condiciones de amplificacion.



— Electroforesis en gel de agarosa: Los productos de PCR (10pl) fueron evaluados en un gel
de Agarosa (Ultra Pure Agarosa; Invitrogen Life Technologies) tefildo con Bromuro de Etidio
haciendo una corrida de 1h:10 min a 100V usando un Marcador Molecular (Tracklt 100bp
DNA Ladder; Invitrogen Life Technologies). Luego las bandas de ADN fueron visualizadas

usando luz UV y fotografiadas.

Tabla 2. Cepas de referencias

Serogrupos Genes codificante (pb)
ATCC 933 0157 vtl (130) vt2 (298) eae (376)
ATCC 43889 0157 -- vt2 (298) eae (376)
ATCC 43890 | O157 vtl (130) - eae (376)
ATCC 17775 0O1 - - -

Aspectos éticos: Se solicito la revision y aprobacion del presente estudio al comité de bioética de la
Facultad de Ciencias Medicas, UNAN-Leon. Luego, iniciado el estudio las muestras fueron
colectadas siempre y cuando los padres o guardianes de los nifios firmaron un consentimiento escrito

(ver anexos), en cual se describe los alcances del mismo.

Analisis estadistico: Los datos fueron analizados a través del programa SPSS 20 de acuerdo al tipo
de variable de estudio empleando la prueba de Fisher para determinar si existian diferencias

estadisticas significativas y presentadas en graficos y tablas de valores absolutos y relativos.



— Operacionalizacion de Variables:

Variable Definicién Indicador Valor
Tiempo trascurrido
desde el nacimiento ) 0-24 meses
Grupo etareo Entrevista.
hasta la fecha de toma 25-60 meses
de muestra.
Caracteristica biolégica )
. . Femenino.
Genero que define al macho de | Entrevista. )
Masculino.
la hembra.
Lugar de origen donde
Procedenci . Urbana.
rocedencia reside actualmente del )
) Entrevista. Rural.
paciente.
Principal fuente de - Sk
alimentacion y . a. EXCIUS'VO'
Leche materna. - Entrevista. b. Mixto.
nutricién para los
nifios. - No.
. . .. Nauseas, vomito, fiebre(>38°C), perdida de
Manifestaciones clinica . . . . .,
. _ Expediente apetito, calambre abdominal, distensién
Sintomas asociados a la clinico abdominal
enfermedad. .
N Defensas bioldgica i Dosis:
Inmunizacién al _ g Tarjeta de
nifio (a) contra el | Para prevenirla vacunacion. 1"
Rotavirus. infeccion.
2da
3era
e Moco -sangre —liquida- formada-
semiformada —acuosa.
Examen General | Apalisis parasitoldgico c d e  E.histolytica/dispar.
e Heces xamen de . .
macroscépico y laboratorio o G. Lamblla, Lumbricoides.

microscépico.

e  Cryptosporidios.
e T.trichuris.
o Otros.




Coprocultivo

Andlisis primario para

E.coli, Salmonella, Shigella y/o Otros

PCR

el diagndstico Examen de
bacterioldgico. laboratorio.
Técnica de Examen de

laboratorio.

amplificacion in vitro
de fragmentos de ADN
para E.coli
diarregénicas:

ECET

ECEH

ECEI

ECEA

ECEP

It +/-st:+/-

vtl: +/-vt2: + /- eaeA: + /- rbfO157: +/ -
eaeA: +/-ial: +/ -

pCVD432: +/ -

eaeA: +/- bfp: +/-




6. Resultados.

En Nicaragua la enfermedad diarreica aguda (EDA) es la segunda causa de morbilidad infantil y las
infecciones por E. coli enterohemorréagica (ECEH) son de reporte obligatorio al Ministerio de Salud.
“18 Sin embargo, existe muy poca informacién sobre ECEH en el pais, y la existente ha sido
generada por investigadores de la UNAN-Le6n que han demostrado la asociacion de esta bacteria a
casos de diarrea y que el ganado bovino es fuente natural de las mismas. ***” Paralelamente, los
nifios nicaragiienses estan altamente expuestos a una diversidad de patdgenos entéricos causantes de
diarrea, siendo el Rotavirus el de mayor importancia médica antes de la introduccién de la vacuna
RV5. Esta vacuna puede tener un impacto en la distribucion etioldgica de los casos de diarrea, lo cual
se puede reflejar con el hecho que el nimero de casos asociados a Rotavirus ha decrecido, sin
embargo el nimero de consultas por diarrea no ha disminuido. Asi, los hallazgos del presente estudio
podran contribuir al conocimiento de la ECEH como causante de diarrea severa en el municipio de

Chinandega.

Un total de 95 muestras fecales de nifios con diarrea severa del hospital materno infantil, fueron
procesadas a través de EGH, Coprocultivo y un PCR multiplex para E. coli diarregénicas,
encontrandose ECEH en 11.6% (11/95) de las muestras investigadas. Encontrandose que una de ellas

pertenece al serogrupo O157. En paralelo, la figura 3 muestra un ejemplo de la deteccion molecular

de las ECEH investigadas. También, se identificaron otros agentes entéricos descritos en tabla 3.

9%

Ovtl mvtl-vt2-rfbO157

Figura 2. Caracteristicas moleculares de las ECEH.
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Figura 3. PCR multiplex amplificacion de eae (376 bp), vtl (130 bp), vt2 (298 bp) y rfbO157 (339 bp).
Carriles 1 al 8 aislados clinicos, carril 9 cepa ATCC 43889, carril 10 ATCC 43890, carril 11 H,O control
negativo, carril 12 Marcado molecular (100 bp Fisher Scientific Ready to use).



Tabla 3. Distribucion de agentes entéricos en nifios con diarrea severa.

Agentes etioldgicos Total (n=95)
Endolimax nana 4 (4.2%)
Entamoeba coli 2 (2.1%)
Entamoeba histolytica/dispar 3 (3.2%)
Giardia lamblia 5 (5.3%)
Salmonella spp 8 (8.4%)
ECEH e 6 (6.3%)
ECEH + Salmonella spp 4 (4.2%)
ECEH + Giardia lamblia 1(1.1%)
Salmonella spp + Endolimax nana 1(1.1%)
Salmonella spp + Giardia lamblia 1(1.1%)
E.histolytica/dispar + Endolimax nana 1(1.1%)
Entamoeba coli + Endolimax nana 1(1.1%)
Giardia lamblia + E.histolytica/dispar 2 (2.1%)
Giardia lamblia + Endolimax nana 1(1.1%)
S?ardi_a_!amblia + Endolimax nana + lodoameba 1(1.1%)
utschilii

Endolimax nana + lodameba biitschilii 3 (3.2%)
Total 44 (46.3%)

. Una de las ECEH de este grupo pertenece al serogrupo 0157



Los sintomas clinicos de nifios con diarrea severa fueron nauseas, vomito, fiebre, pérdida del apetito,
calambre abdominal y distencién abdominal, no observandose diferencias significativas entre la
presencia de ECEH u otro agente con la sintomatologia observada. También fueron registrados los
nameros de evacuaciones por dia que presentaban los nifios y si estos, estaban vacunados con la RV5
y el nimero de dosis aplicadas a cada nifio. (Tabla 4)

Tabla 4. Sintomas clinicos de nifios con diarrea severa e inmunizaciones con RV5.

Principales agentes entéricos

Sintomatologia Entamoeba histollz)./tica/ G. lamblia Salmonella spp ECEH
coli (n=3) dispar (n=6) (n=11) (n=14) (n=11)
Nauseas - 3 (50%) 4 (36.3%) 2 (14.3%) 3(27.3%)
Vémitos 3 (100%) 4 (66.6%) 9 (81.8%) 8 (57.1%) 7 (63.6%)
Fiebre>38° 3 (100%) 5 (83.3%) 10 (90.9%) 13 (92.9%) 8 (72.7%)
Pérdida del Apetito 3 (100%) 6 (100%) 10 (90.9%) 13 (92.9%) 11 (100%)
Calambre Abdominal 1 (33.3%) 2 (33.3%) 3 (27.2%) 5 (35.7%) 2 (18.2%)
Distencion Abdominal - 2 (33.3%) 1 (9.0%) 1 (7.1%) -
RV5 No - - - 2 (14.3%) 1 (9.1%)
Si 3 (100%) 6 (100%) 11 (100%) 12 (85.7%) 10 (90.9%)
NV* - - - 2 (14.3%) 1 (9.1%)
1% - - - - 1(9.1%)
Dosis 2% - - - 1 (7.1%) -
3 3 (100%) 6 (100%) 11 (100%) 11 (78.5%) 9 (81.8%)°
3-5 1 (33.3%) 5 (83.3%) 7 (63.6%) 8 (57.1%) 8 (72.7%)
Evacuaciones en 24hrs 6-7 - 1 (16.6%) 4 (36.3%) 3 (21.4%) 3 (27.3%)
>8 2 (66.6%) - - 3 (21.4%) -

“NV: nifio(a) no vacunado contra Rotavirus

® La muestra positiva para ECEH 0157 fue de uno de los nifios con tres dosis de RV5



En el presente estudio también se investigaron datos demogréficos de la poblacion como son la
procedencia, el sexo, lactancia materna, familiar con diarrea, tratamiento antibidtico y/o
antiparasitario no encontrandose diferencias significativas entre estas variables y la presencia de
ECEH u otros agentes. Sin embargo, en relacion a la edad se pudo observar que los nifios menores de
2 afios estdn mas propensos a presentar una infecciones por ECEH o por Salmonella spp. (Figura 3)

Figura 4. Frecuencia de agentes entéricos patdgenos en nifios menores de 5 afios.
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- Salmonella spp. Menores de 2 afios vs Mayores de 2 afios, P= 0.041
- ECEH Menores de 2 afios vs Mayores de 2 afios, P=0.001



7. Discusion.

En Centro América existen pocos estudios que reportan datos de ECEH. Un ejemplo de ello es el
primer caso de diarrea con evolucién de 5 dias asociado a E. coli 0157:H7 en Costa Rica en 1996. *2
Por otro lado en Nicaragua, investigadores de la UNAN - Ledn han realizado estudios que
demuestran la circulacién de dicha bacteria y que su principal reservorio es el ganado bovino en el
pais. 17 Asi, Vilchez y cols. en el 2009 realizaron un estudio en muestras fecales de nifios menores
de 5 afios de la ciudad de Ledn, en el que identificaron este tipo de Escherichia coli en un 2.1% de
los casos (nifios con diarrea), pero encontrdndose ECEH en 2.9% de casos de diarrea severa en los
nifios menores de 5 afios.*® Mientras que los resultados del presente estudio indican la presencia de
ECEH en 11.6% de los casos de diarrea severa ya sea sola 0 acompariada con otros agentes entéricos,
seis afios después y en una ciudad diferente al estudio anterior, un alarmante aumento de la
frecuencia de casos de diarrea severa asociados a ECEH. Y una sorprendente ausencia de los otros
patotipos de E. coli diarregénicas asociados a diarrea severa a diferencia del estudio de Vilchez y
cols., 2009.

La poblacion nicaragiiense, especialmente los nifios, se encuentran altamente expuestos a una gran
diversidad de agentes patdgenos entéricos, el Rotavirus era el de mayor importancia médica antes de
la introduccion de la vacuna RV5 en el 2006. Lo cual permite especular sobre un posible impacto de
la vacuna en la distribucion etiologica, hecho que se puede explicar con los siguientes hallazgos: 1)
El alarmante aumento de la frecuencia de casos asociados a ECEH citado anteriormente, 2) En el
estudio antes citado de Vilchez y cols., la mayoria de las ECEH detectadas fueron vt2 (87.5%) y vtl
(12.5%), mientras que en el presente estudio estas fueron vtl (90.9%), vt1-vt2 (9.1%), resultando un
“shift” (cambio) de las caracteristicas genotipicas de las cepas circulantes. Cabe resaltar a la vez que
la Unica cepa vtl-vt2 del presente estudio también fue positiva para el serogrupo 0157, y a como la
literatura refiere la mayorifa de las cepas 0157 presentan la verocitotoxina del tipo 2. 3% 43 As, este
hallazgo es de gran relevancia clinico-epidemioldgica para Nicaragua, debido que las cepas
ECEH pertenecientes al serogrupo O157 son las que estdn mas asociadas a casos de SUH.
Ademas, este es el primer reporte en el cual se identifica una ECEH 0157 asociada a un cuadro de

diarrea en nifios en el Pais. Otro hallazgo del presente estudio que complementa la observacion aqui



mencionada es que el 90% de los nifios tenia las 3 dosis de la RV5, y en la mayoria de las infecciones
por cualquiera de los agentes entéricos mas importantes mencionados en la tabla 4, estos infantes

contaban con las dosis de vacunacion completa.

Vizcaya y cols., en Venezuela 1999, en un estudio sobre el origen bacteriano de las EDA reportd que
de 311 muestras positivas, en el 45% (140/311) habia la presencia de bacterias como patdgenas
Unicas, en 24.1% (75/311) fue detectada la presencia de Rotavirus, en 6.8% (21/311) se observo la
presencia de parasitos y en 24.1% (75/311) se encontraron asociaciones entre patégenos. ©®
Similarmente Arima y cols., en un estudio sobre los nuevos y viejos agentes asociados a diarrea en
293 nifios hondurefios encontré que 11.3% (33/293) presentaron ECEH como agente Unico y en
16.7% (49/293) muestras se presentd asociado a otros agentes entéricos. ® Igualmente, en el
presente estudio se observo bacterias como agente unico en el 14.7% (14/95) de las muestras y el
7.4% (7/95) se presentd en asociacion con otros agentes entéricos, igualmente se identificd la
presencia de parasitos solos en el 14.7% (14/95) de las muestra, la presencia de virus no pudo ser

verificada. Encontrandose ECEH en un 6.3% (6/95) como agente Unico (tabla 3).

En estudios realizados sobre ECEH, las manifestaciones clinicas de la infeccién causada por este
grupo de agentes comienzan con dolores abdominales severos, seguido de diarrea acuosa o0 con
sangre y puede agravarse hasta la aparicién de sindrome urémico hemolitico (SUH). En el brote del
2011 en Alemania los sintomas clinicos méas frecuentes encontrados en los pacientes fue dolor
abdominal en 92% de los nifios, vomitos en el 62% de los casos y nauseas en el 55%, no
encontrandose fiebre mayor a 37.5°. “? Mientras que en el primer caso descrito en Paraguay por
Chamorro el nifio presento dolor abdominal, fiebre durante 24 horas, vomitos en dos ocasiones y
tuvo 3 a 4 deposiciones semiliquidas. ©® Los principales sintomas clinicos presentados en el estudio
realizado en la ciudad de Leon por Vilchez y cols., fueron pérdida del apetito 87.5% y dolor
abdominal 62.5%."% En el presente estudio los sintomas clinicos con mayor frecuencia en los nifios
con diarrea severa producida por ECEH fue vomito 63.6%, fiebre 72.7% y pérdida del apetito 100%,
no encontrandose la distencion abdominal como sintoma frecuente para ECEH en este estudio y la
mayoria de los casos tuvieron entre 3 a 5 evacuaciones por dia. Basados en estos ejemplos de

hallazgos de presentacion clinica donde no se puede diagnosticar con claridad, se resalta el hecho de



la necesidad imperante del diagnéstico microbioldgico oportuno para los casos por ECEH, sobre todo
para evitar que los pacientes evolucionen a cuadros mas complicados como CH y SUH. @24

Las infecciones por ECEH serotipo O157:H7 son las principales causas de SUH en Argentina.
Estudios realizados indican que en los ultimos afios los mas afectados son los nifios menores de 4
afios y afectando mas a nifios que a nifias con nivel socio-econémico medio ¢”3®). En Chile, Prado y
cols., 2000-2002 realizaron un estudio sobre SUH asociado a infecciones por Escherichia coli
productora de toxina shiga en 14 centros de atencion y hospitales de dicho pais, en el cual se encontrd
que en este grupo de pacientes hubo aislamiento de ECEH en 46 nifios (38,6%), en 23 pacientes los
ECEH correspondieron al serogrupo O157 y en los restantes 23 el serogrupo fue no-O157, también
reporta que el 78% de los casos ocurrieron en nifios entre los 6 y 48 meses no encontrandose
diferencias relevantes en relacion al sexo,®® Huapaya y col, en Per( en el 2001 realiza un estudio
transversal de los agentes etioldgicos de diarrea aguda en la region sur del pais, en el cual aislaron
una cepa procedente de una muestra de heces de un lactante de 11 meses de edad con un cuadro de
diarrea disentérica, identificindola como Escherichia coli O157 la cual fue confirmada y
caracterizada por el Instituto Nacional de Salud como E. coli O157:H7 toxina shiga tipo I, siendo el
primer aislamiento reportado sobre esta bacteria en el Perd.“? similarmente en Paraguay Chamorro
Noceda en el 2009 reporta el primer caso de diarrea muco-sanguinolenta causado por E coli
0157:H7,pero este en un lactante mayor de 2 afios de edad, © a diferencia de Hernandez y cols.,
2011, publica una revision sobre la situacion de las enfermedades gastrointestinales en México donde
expresa que las infecciones por Escherichia coli afectan principalmente a nifios menores de 2 afios y
particularmente durante los primeros 6 meses de vida, siendo el grupo de las ECET el de mayor
frecuencia con un 43% de casos y una baja incidencia de ECEH que se presenta en tan solo el 1% de
los casos™?. Igualmente en Costa Rica se reportan bajas incidencias de infecciones por ECEH, pero
los casos positivos estan asociados a E. coli O157:H7 presentandose estos en nifios menores de 2
afios. “? A diferencia del estudio de caso y controles realizado por Arima y col. detecto una alta
proporcion de nifios infectados con ECEH (49 de los 193 pacientes estudiados), en el que el grupo
etario mayormente afectado fue el de 3-12 meses. > Similarmente en el estudio realizado por Vilchez
y cols., en Nicaragua la ECEH predominaron en los grupos de nifios de 13-24 meses. *® Al igual que

los estudios antes mencionados éste presentd una frecuencia de ECEH altamente significativo en



nifios menores de 2 afios en un 22.44% de los casos positivos, no encontrdndose relevancias

significativas en cuanto al sexo de los nifios estudiados.



8. Conclusién.

Los hallazgos del presente estudio que tuvo como propdsito investigar casos de diarrea severa en
nifios del municipio de Chinandega asociadas a ECEH 0157, se presentan a continuacion:

1. De 95 muestras recolectadas de diarrea severas en niflos menores de 5 afios de la ciudad de
Chinandega, se identific6 ECEH en el 11.6% de casos. Encontrandose que de las ECEH

identificadas una pertenece al serogrupo O157.

2. Se investigaron las caracteristicas moleculares de los aislados clinicos positivos para ECEH
en los que se pudo identificar que de las 11 cepas, el 90.9% (10/11) fueron vtl y 9.1 (1/11)
fue vtl-vt2-rbf O157.

3. El total de los casos positivos de ECEH se presentaron en nifios menores de 2 afios, teniendo
en cuenta estos resultados indica que la infeccion por este tipo de bacteria acontece con mayor

frecuencia en nifios entre estas edades.



9. Recomendaciones.

1. Investigar la frecuencia de virus entéricos en las muestras estudiadas, como Rotavirus,

Norovirus y Sapovirus, que no fueron investigados.

2. Realizar estudios orientados a investigar este tipo de agentes entéricos con un mayor nimero
de muestras en el resto de la localidad, para que contribuyan a tener mayores conocimientos

de esta situacién y tener un mayor control de los agentes.

3. Reportar los hallazgos de este estudio a las autoridades competentes como el MINSA.
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11. Anexos

CONSENTIMIENTO INFORMADO
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA, LEON
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
PROGRAMA DE ENFERMEDADES INFECCIOSA

Cddigo Campo:/__ /| [-MA  Cddigo Laboratorio (identificador): /__ /[ [

Mediante la firma de este documento, Yo, doy mi
consentimiento voluntariamente para donar una muestra de heces de mi hijo(a) y ser entrevistado por
un colaborador de un estudio sobre de diarrea, que se desarrolla en el Departamento de Microbiologia
de la UNAN-Ledn. Entiendo que la entrevista esta relacionada con la sintomatologia clinica, asi
como las caracteristicas epidemiologicas de la enfermedad diarreica aguda en el municipio de
Chinandega.

Entiendo que fui elegido para participar en este estudio, por que mi hijo(a) presenta la sintomatologia
clinica de la enfermedad diarreica aguda y la donacion de una muestra de heces contribuira al
entendimiento del comportamiento clinico, epidemiolégico y fisio-patoldgico de las principales
enterobacterias que causan diarrea en Nicaragua, asi como, al establecimiento de mejores
metodologias de diagndstico y tipificacion molecular, lo cual, permitira en el futuro el
fortalecimiento de los programas de prevencion de las enfermedades diarreicas agudas.

Se me ha informado que los responsables de este estudio no estan obligados a cubrir los costos
médicos de esta enfermedad y que los resultados de los andlisis de laboratorio me seran
proporcionados por los colaboradores de este estudio en el caso que yo los solicitard y que puedo
requerir informacién adicional en el Departamento de Microbiologia de la UNAN-Leén (Tel: 2311-
2947).

He concedido libremente una muestra de heces y esta entrevista a un colaborador de este estudio. Se
me ha notificado que es totalmente voluntario y que aun después de iniciado puedo rehusarme a
responder cualesquiera preguntas o decidir darla por terminado en cualquier momento. Se me ha
dicho que las respuestas a las preguntas no seran reveladas a nadie y que en ningun informe de este
estudio se me identificara jamas en forma alguna.

Firma del entrevistado: Fecha: )

Firma del entrevistador: Fecha: )

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA- LEON
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA PROGRAMA DE ENFERMEDADES INFECCIOSA

Fecha de la toma de muestra: / / /
Dia  Mes Afio

Cddigo Campo:/_ /| | [-MA

Cddigo Laboratorio (identificador):/__ /| [

DATOS GENERALES:

Nombres y Apellidos: /
Fecha de Nacimiento: / / / | Género: Masculino: /___/ Femenino: /_/
Edad: (afios):/ [/ (meses):/___ /Peso(kg):/ [/
Procedencia: Urbana:/__ /Rural:/____ |/
Direccion:

/
Localidad: / /

DATOS CLINICOS Y EPIDEMIOLOGICOS:

Fecha inicio de ladiarrea: / [/ [/ / Evacuaciones en el dia: / /

Caracteristicas de la Heces: Liquida: / _/ Semiformada: / _/ Acuosa:/_/
Signos y Sintomas Asociados: Nauseas: / __/ Vémito: / _/ Fiebre (>38°C):/__/ Perdida de
Apetito: /_/ Calambre Abdominal: /_/ Distension abdominal: /_/

Clasificacion de la diarrea:

Severo:/__/
Niflo menor de 2 afos recibiendo pecho materno: Si:/_INo:/__[/Exclusivo: / _/ Mixto:
/__[Frecuencia en el dia: / /

Nifio vacunado con RV5: Si:/__ / No:/___/; en respuesta Si, cuantas dosis?: / /




En el Hogar algun familiar del enfermo ha tenido diarrea en los Gltimos 4 dias?

Si:/_/'No:/___[; enrespuesta Si, pregunte parentesco: / /

Tiene algun animal domestico? / /

Tratamiento Antibidtico: Si:/__/ No:/__/; en caso de respuesta Si complete lo siguiente

Tipo: TMSulfa: /__/ Amoxicilina: /__/ Ampicilina: /_/ Otros:/ /

Tratamiento Antiparasitario: / /

OBSERVACIONES:

RESULTADOS DE LABORATORIO:

Bacteriologia:

Aislamiento: E.coli: /__/ Salmonella: /_/ Shigella: /_/ Otros: / /

PCR: ECEH: rbfO157:/ [ eaeA:/ /vtl:/ [ vt2:/ /

Parasitologia: Presencia de Muco:/__ / Sangre:/ _/
Especie parasitaria:

E. Histolytica/dispar:/ __/ G.Lamblia:/__/ A. Lumbricoides:/__/ Cryptosporidios:/__/ T.trichuris:
/__/Otros:

Nombre vy firma del Colector de Muestra Fecha: / / / / Hora: / /

Nombre y firma del que Recibe Muestra (Lab) Fecha: / / / / Hora: / /




