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Ttaca

Cuando emprendas tu viaje a Itaca
pide que el camino sea largo,
lleno de aventuras, lleno de experiencias.

Ten siempre a Itaca en tu mente.

Llegar alli es tu destino.

Mas no apresures nunca el viaje.

Mejor que dure muchos afios

y atracar, viejo ya, en la isla,

enriquecido de cuanto ganaste en el camino
sin aguardar a que Itaca te enriquezca.

Ttaca te brind tan hermoso viaje.

Sin ella no habrias emprendido el camino.

Pero no tiene ya nada que darte.

Aunque la halles pobre, Itaca no te ha engafiado.
Asi, sabio como te has vuelto, con tanta experiencia,
entenderds ya, qué significan las Itacas.

Constantino Cavafis
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RESUMEN/ABSTRACT

Resumen

Las enfermedades diarreicas son una causa relevante de morbilidad y
mortalidad infantil y constituyen un problema de salud publica sustancial en la
poblacion pediatrica de los paises en desarrollo. Recientemente, las Guias de
Practica Clinica de la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas han
recomendado la categorizacion de los cuadros diarreicos segun su duracién
temporal. Las categorias incluidas en dicha guia son diarrea aguda que
comprende los cuadros diarreicos cuya duracion sea menor a 7 dias; diarrea
prolongada, que contiene los cuadros que perduran entre 7 y 13 dias; diarrea
persistente, que abarca los episodios cuya duracion temporal se extiende entre

14 y 30 dias; y diarrea crénica, cuya duracion supera los 30 dias.

La diarrea aguda es una patologia frecuente y de alto impacto en la nifez,
especialmente en la poblacion menor de 5 afios. Sin embargo, diversos autores
han indicado que una proporcion de los casos agudos se continua en el tiempo
y produce eventos de mayor duracidon. Dichos cuadros diarreicos son de especial
interés en pediatria por las complicaciones a largo plazo, especialmente en la
infancia. La evidencia sefala que los episodios frecuentes de diarreas de larga
duracién pueden comprometer el estado nutricional y han sido relacionados con
trastornos del crecimiento, carencias nutricionales, menor desarrollo cognitivo,

deficiencias de micronutrientes, anemia y mayor susceptibilidad a las infecciones.

En Argentina, se notifican alrededor de un millon de casos de diarrea por
afno. Los reportes oficiales han informado que el patégeno mas frecuente en el
pais fue Shigella spp., sin embargo, el perfil epidemioldgico de las diarreas no
permanece estatico y suele presentar diferencias segun la region estudiada. Mas
aun, en el pais, solamente se notifican los eventos agudos de diarrea, situacion
que dificulta la obtencién de informacidon sobre episodios diarreicos que se
contindan en el tiempo. Por lo tanto, el objetivo general del presente trabajo de
tesis fue caracterizar la diarrea persistente de tipo infeccioso en la poblacion
infantil que concurre al Hospital de Nifos Debilio Blanco Villegas de Tandil

durante el periodo 2016-2017.
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RESUMEN/ABSTRACT

El primer objetivo de esta investigacion se enfoco en la caracterizacion del
perfil demografico y clinico de la poblacidon con diarrea. El grupo de estudio
quedd conformado por 227 nifios menores de 15 afos, hallandose la mayor
proporcién de casos (50%) en la poblacion lactante menor de 2 afos. Las
infecciones gastrointestinales engloban diversos signos y sintomas que
acompafan a la diarrea. La presencia de vomitos fue el parametro clinico mas
registrado, observandose en cuatro de cada diez nifios con un cuadro diarreico,

mientras que la deshidratacién solamente fue registrada en 15% de los casos.

La duracién temporal del cuadro de diarrea fue variable entre 3 y 21 dias.
En particular, la diarrea aguda (DAG, duracion menor de 7 dias) representé el 79%
de los casos. La diarrea prolongada (DPO, 7 a 13 dias) ocup¢ el segundo lugar en
orden de frecuencia, alcanzando un valor de 14 % en los nifios estudiados. La
diarrea persistente (DPE, 14 a 30 dias) fue observada en el 7% de los niflos con
diarrea. En particular, los nifios con DPO y DPE representaron el 21% de los casos,

sin embargo, contribuyeron con el 45% de los dias totales con diarrea.

Los dos objetivos siguientes estuvieron orientados a la identificacion de
los patdgenos entéricos y a la estimacién de la frecuencia de infeccidn segun el
agente etiologico, el grupo etario y la duracion temporal del cuadro diarreico. En
esta investigacion, la presencia de patdgenos fecales fue observada en 46% de
los casos y mostré una asociacion significativa con la edad del nifo, seflalando
una mayor frecuencia de infeccion entérica a menor edad. Asimismo, los agentes
etioldgicos bacterianos fueron prevalentes en los nifios de todos los grupos
etarios, independientemente de la duracion del cuadro diarreico. Las bacterias
patogenas halladas fueron Escherichia coli diarreigénica, Shigella flexner;
Shigella sonneiy Salmonella entérica. La presencia de leucocitos y/o hematies no
presentd asociaciones significativas con la presencia de patdgenos entéricos ni

con la duracién temporal del cuadro diarreico.
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RESUMEN/ABSTRACT

La aplicacién de métodos moleculares constituye una herramienta valiosa
en el estudio de las diarreas en pediatria. Este estudio constituye el primer reporte
sobre los factores de virulencia de aislamientos diarreigénicos de E. coli en la
poblacidn pediatrica de Tandil. En esta investigacion, se detectaron cuatro
patotipos diarreigénicos: £. coli enteropatogénica (EPEC), £ coli enterotoxigénica
(ETEC), £ colienteroagregativa (EAEC) y £. coli productora de toxina Shiga (STEC).
El patotipo prevalente fue EPEC, sequido de EAEC. Los patotipos ETEC y STEC se
detectaron en menor proporcién, mientras que EIEC no fue hallado en este

estudio.

La frecuencia de infeccion con EPEC fue cercana a 27%. La mayoria de los
casos (91%) fue hallada en nifios menores de 5 afnos, siendo mas frecuente en los
lactantes que en los nifos preescolares. Asimismo, EPEC fue prevalente en los
nifos con diarrea, independientemente de la duracion temporal del cuadro.

La infeccion con EAEC fue hallada en 5% de los nifios con diarrea y ocup6 el
segundo lugar en frecuencia detras de EPEC. Todos los casos pertenecieron a
nifios menores de 5 afos y se distribuyeron en proporciones similares entre
lactantes y nifios preescolares. Ademas, este patotipo fue hallado en nifios con

cuadros agudos, prolongados y persistentes.

Los nifios estudiados presentaron una frecuencia de infeccién con ETEC
cercana a 3%. Dichos aislamientos mostraron un predominio de ETEC-LT (83%,
toxina termolabil) y una menor proporcion de ETEC-ST (17%, toxina
termoestable). La toxina ST presentd la variante STp y no se hallaron aislamientos
productores de ambas toxinas en forma conjunta. La mitad de los nifios con
infeccidon por ETEC fueron lactantes. La mayoria de los casos de diarrea fueron

cuadros agudos, hallandose casos prolongados en menor proporcién.

El patotipo STEC ha sido reconocido como agente causal de diarrea
sanguinolenta y de Sindrome Urémico Hemolitico (SHU). En la presente
investigacion, la frecuencia de infeccion pediatrica con STEC fue cercana a 1%. El
serotipo prevalente fue O157:H7 (67%), seguido del serotipo O145:H28 (33%).
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Este serotipo (no-O157) solamente pudo ser hallado debido a la aplicacién de
métodos moleculares ya que las técnicas habituales de diagnéstico fenotipico e
inmunologico son incapaces de detectar dichos serotipos. Los tres nifos
infectados con STEC fueron menores de 5 afos. Los dos casos infectados por
cepas STEC O157 presentaron cuadros clinicos de SHU, mientras que el nifio
infectado con la cepa no-O157 desarrolld una diarrea sanguinolenta de curso

prolongado.

Los aislamientos de STEC presentaron los genes de virulencia: toxina Shiga
(stx2), intimina (eae)y enterohemolisina (ehxA). Ante la sospecha de un brote, las
cepas STEC fueron enviadas al Servicio de Fisiopatogenia del ANLIS-Malbran,
donde se analizaron dos aislamientos entéricos de STEC O157:H7 recuperados al
mismo tiempo en areas geograficas distanciadas, una proveniente de un nifio de
Tandily otra detectada en un nifio de la provincia de Santa Fe. Ambas cepas STEC

presentaron los mismos factores de virulencia y el mismo patron PFGE.

La frecuencia de infeccion por Shigella spp. fue cercana a 5%. Las especies
halladas fueron S. flexneri (90%) y S. sonnei (10%). Ocho de los diez aislamientos
de Shigella spp. presentaron resistencia a uno o varios antimicrobianos (ATM). La
resistencia bacteriana a los betalactamicos alcanzé 70% de los aislamientos,
mientras que dicho fendmeno fue relativamente menor (10%) para
fluoroquinolonas e inhibidores de via de los folatos. Esta bacteria fue hallada en
nifos de todos los grupos etarios, sin embargo, el 70% de los aislamientos
correspondié a nifios menores de 5 afios. El patdgeno estuvo presente en cuadros

diarreicos agudos y prolongados.

La frecuencia de infeccion intestinal por S. enterica fue cercana a 3%. Esta
bacteria fue hallada en lactantes mayores y preescolares con similar proporcién
en ambos grupos. No se observaron infecciones por dicho patdégeno en nifos de
mayor edad. La salmonelosis intestinal aguda representd 83% de los casos,
mientras que un nifo de edad preescolar presentd un cuadro de diarrea por S.

enterica cuya duracion fue prolongada.
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La frecuencia de infeccién intestinal por Rotavirus fue menor a 4% vy la
infeccidn entérica con Adenovirus no fue detectada. La mayor tasa de rotavirosis
estuvo asociada a niflos en edad preescolar, mientras que la infeccidon estuvo
ausente en nifios menores de 1 afo. La infeccion aguda por Rotavirus representé
88% de los casos, mientras que un lactante presentd un cuadro diarreico

prolongado.

En esta investigacion, la frecuencia de infeccion global por los protozoos
Cryptosporidium spp., Blastocystis spp. y G. intestinalis fue menor a 6% y no se
hallaron helmintos intestinales en los nifos con diarrea. La mayoria de las
infecciones fueron observadas en nifilos menores de 5 afios. Los protozoos fueron
hallados en nifios con diarrea independientemente de la duracion temporal del

cuadro.

El cuarto objetivo estuvo enfocado al estudio de la distribucion geografica
y la estacionalidad de los casos de diarrea infecciosa. Los nifios con cuadros
diarreicos presentaron un patron espacial en conglomerados (clusters), con un
predominio en el eje norte-noreste-noroeste, una region urbana periférica con
diversos barrios informales, escasa o ausente infraestructura de servicios y
dificultades en el acceso a la atencidén primaria de la salud, las escuelas y el

transporte publico de pasajeros.

Los agentes etiolégicos de diarrea infecciosa mostraron perfiles
temporales diferentes durante el periodo de estudio. El primer perfil estacional
estuvo constituido por cuatro bacterias, EPEC, ETEC, EAEC y S. enterica, que se
observaron en cuadros diarreicos durante todo el afio. Por el contrario, el resto
de los patdgenos mostrd un perfil estacional diverso. En particular, las diarreas
infecciosas causadas por Shigella spp. y STEC fueron halladas en las estaciones
mas calidas. Las infecciones por Rotavirus presentaron un perfil estacional
restringido a la época primaveral, mostrando un corrimiento del pico de

estacionalidad respecto a la era prevacunal (época invernal). Por ultimo, las
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infecciones entéricas por Cryptosporidium spp. y Blastocystis spp. fueron
detectados en las estaciones mas calidas, mientras que G. intestinalis fue
identificada en invierno y primavera. La aplicaciéon de un enfoque espacial y
temporal en las diarreas pediatricas permitié la deteccion de areas con alta
densidad de episodios y el conocimiento de la distribucion geografica de las

poblaciones vulnerables a los patdgenos entéricos en la ciudad de Tandil.

El quinto objetivo estuvo relacionado con la descripcidon del perfil
epidemioldgico, la distribucion geografica y la estacionalidad de la poblacién con
diarrea persistente. En esta investigaciéon, la frecuencia de cuadros diarreicos
persistentes representd el 7% de todos los episodios. Los nifios menores de 5
anos constituyeron el grupo etario mas afectado (80%), siendo mas frecuente en
los lactantes que en los niflos preescolares. La mayoria de los casos de diarrea
persistente (70%) fue atendido por guardia médica del hospital de Tandily el 31%

requirid hospitalizacién a causa del cuadro entérico.

La frecuencia de infeccion entérica en dichos casos fue 43,8% y los agentes
infecciosos fueron EPEC, EAEC y Blastocystis spp. Desde una perspectiva
geoespacial, los nifos tandilenses con diarrea persistente exhibieron un patrén
geografico disperso, en forma de casos de diarrea aislados y sin evidencia de
areas de alta densidad de casos (hotspots). Con respecto a la estacionalidad, la
mayor frecuencia de casos de DPE se observd durante la estacion calida y fue

coincidente con el incremento de casos totales de diarrea.

Esta investigacion constituye el primer estudio sobre la etiologia infecciosa
de la diarrea persistente en Argentina. En este trabajo se demuestra la presencia
de dicho cuadro clinico en la poblacién pediatrica con diarrea y la existencia de
EPEC, EAEC y Blastocystis spp., como patdogenos entéricos relacionados con los

cuadros diarreicos persistentes.
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Abstract

Diarrheal diseases are a relevant cause of infant morbidity and mortality
and constitute a substantial public health problem in the pediatric population of
developing countries. Recently, the Clinical Practice Guidelines of the American
Society of Infectious Diseases have recommended the categorization of diarrheal
diseases according to their temporal duration. The categories included in this
guideline are acute diarrhea that includes diarrheic diarrhea whose duration is
less than 7 days; prolonged diarrhea, which contains the pictures that last
between 7 and 13 days; persistent diarrhea, which includes episodes whose
duration extends between 14 and 30 days; and chronic diarrhea, whose duration

exceeds 30 days.

Acute diarrhea is a frequent and high impact pathology in childhood,
especially in the population under 5 years. However, several authors have
indicated that a proportion of acute cases continues over time and produces
longer duration events. These diarrheic diseases are of special interest in
pediatrics, due to long-term complications, especially in childhood. The evidence
indicates that frequent episodes of long-term diarrhea can compromise
nutritional status and have been related to growth disorders, nutritional
deficiencies, reduced cognitive development, micronutrient deficiencies, anemia

and increased susceptibility to infections.

In Argentina, about one million cases of diarrhea are reported per year.
The official reports have reported that the most frequent pathogen in the country
was Shigella spp., However, the epidemiological profile of the diarrheas does not
remain static and usually differs according to the region studied. Moreover, in the
country, only acute diarrhea events are reported, a situation that makes it difficult
to obtain information about diarrheal episodes that continue over time.
Therefore, the general objective of this thesis work was to characterize the
persistent diarrhea of infectious type in the pediatric population that attends the
Debilio Blanco Villegas de Tandil Children's Hospital during the 2016-2017

period.
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The first objective of this research focused on the characterization of the
demographic and clinical profile of the population with diarrhea. The study group
consisted of 227 children under 15 years of age, with the highest proportion of
cases (50%) were children under 2 years of age. Gastrointestinal infections include
various signs and symptoms that accompany diarrhea. The presence of vomiting
was the most registered clinical parameter, being observed in four out of ten
children with a diarrheic picture, while dehydration was only registered in 15% of

the cases.

The duration of the diarrhea episode was variable between 3 and 21 days.
In particular, acute diarrhea (DAG, duration less than 7 days) accounted for 79%
of cases. Prolonged diarrhea (DPO, 7 to 13 days) ranked second in order of
frequency, reaching a value of 14% in the children studied. Persistent diarrhea
(DPE, 14 to 30 days) was observed in 7% of children with diarrhea. In particular,
children with DPO and DPE accounted for 21% of the cases, however, they
contributed with 45% of the total days with diarrhea.

The following two objectives were aimed at the identification of enteric
pathogens and the estimation of the frequency of infection according to the
etiological agent, the age group and the duration of the diarrheic episode. In this
investigation, the presence of fecal pathogens was observed in 46% of the cases
and showed a significant association with the age of the child, indicating a higher
frequency of enteric infection at a younger age. Likewise, bacterial etiological
agents were prevalent in children of all age groups, regardless of the duration of
diarrhea. The pathogenic bacteria found were diarrheigenic £scherichia colj
Shigella flexner; Shigella sonnei and Salmonella enterica. The presence of
leukocytes and/or red blood cells did not show significant associations with the

presence of enteric pathogens or with the duration of diarrhea.

The application of molecular methods is a valuable tool in the study of

diarrhea in pediatrics. This study is the first report on the virulence factors of
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diarrheic isolates of £ coli in the pediatric population of Tandil In this
investigation, four diarrhenetic pathotypes were detected: enteropathogenic £
coli (EPEC), enterotoxigenic £ coli (ETEC), enteroaggregative £ coli (EAEC) and
Shiga toxin-producing £. coli (STEC). The prevalent pathotype was EPEC, followed
by EAEC. The ETEC and STEC pathotypes were detected in a smaller proportion,
while EIEC was not found in this study.

The frequency of infection with EPEC was close to 27%. Most cases (91%)
found in children under 5 years of age, being more frequent in infants than in
preschool children. Likewise, EPEC was prevalent in children with diarrhea,

regardless of the temporal duration of the symptoms.

Infection with EAEC was found in 5% of children with diarrhea and ranked
second in frequency behind EPEC. All cases belonged to children under 5 years
of age and were distributed in similar proportions among infants and preschool
children. In addition, this patotype was found in children with acute, prolonged

and persistent symptoms.

The children studied had a frequency of infection with ETEC close to 3%.
These isolates showed a predominance of ETEC-LT (83%, heat-labile toxin) and a
lower proportion of ETEC-ST (17%, thermostable toxin). The ST toxin showed the
STp variant and there were no detected isolates producing both toxins. Half of
the children with ETEC infection were infants. Most cases of diarrhea were acute

cases, with prolonged cases in a lesser proportion.

The STEC pathotype has been recognized as a causative agent of bloody
diarrhea and Hemolytic Uremic Syndrome (HUS). In the present investigation, the
frequency of pediatric infection with STEC was close to 1%. The prevalent
serotype was O157:H7 (67%), followed by serotype O145:H28 (33%). This
serotype (non-0157) could only be found due to the application of molecular
methods since the usual techniques of phenotypic and immunological diagnosis

are unable to detect these serotypes. The three children infected with STEC were
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under 5 years old. The two cases infected with STEC O157 strains presented
clinical symptoms of HUS, while the child infected with the non-O157 strain
developed prolonged bloody diarrhea.

The isolates of STEC presented the virulence genes: Shiga toxin (stx2),
intimina (eae) and enterohemolysin (ehxA). Upon suspicion of an outbreak, the
STEC strains were sent to the Fisiopathogenesis Service of ANLIS-Malbran, where
two enteric isolates of STEC O157: H7 recovered at the same time in remote
geographical areas were analyzed, one from a child from Tandil and another from
detected in a child from the province of Santa Fe. Both STEC strains presented

the same virulence factors and the same PFGE pattern.

The frequency of infection by Shigella spp. It was close to 5%. The species
found were S. flexneri (90%) and S. sonnei (10%). Eight of the ten isolates of
Shigella spp. showed resistance to one or several antimicrobials (ATM). Bacterial
resistance to beta-lactams reached 70% of the isolates, whereas this
phenomenon was relatively minor (10%) for fluoroquinolones and folate pathway
inhibitors. This bacterium was found in children of all age groups, however, 70%
of the isolations corresponded to children under 5 years. The pathogen was

present in acute and prolonged diarrhea.

The frequency of intestinal infection by S. enterica was close to 3%. This
bacterium was found in older infants and preschool children with a similar
proportion in both groups. No infections were observed by this pathogen in older
children. Acute intestinal salmonellosis accounted for 83% of the cases, while a
preschool child presented diarrhea due to S. enterica whose duration was

prolonged.
The frequency of intestinal infection with Rotavirus was less than 4% and

enteric infection with Adenovirus was not detected. The highest Rotavirus

infection rate was associated with preschool children, while the infection was
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absent in children under 1 year of age. Acute Rotavirus infection accounted for

88% of the cases, while one infant presented with a prolonged diarrhea.

In this investigation, the frequency of global infection by the protozoa
Cryptosporidium spp., Blastocystis spp. and G. intestinalis was less than 6% and
intestinal helminths were not found in children with diarrhea. Most infections
were observed in children under 5 years of age. Protozoa were found in children

with diarrhea regardless of the temporal duration of the symptoms.

The fourth objective was focused on the study of the geographical
distribution and seasonality of cases of infectious diarrhea. Children with diarrheic
symptoms presented a spatial pattern in clusters, with a predominance in the
north-northeast-northwest axis, a peripheral urban region with various informal
neighborhoods, scarce or absent service infrastructure and difficulties in

accessing care primary health, schools and public passenger transport.

The etiological agents of infectious diarrhea showed different temporal
profiles during the study period. The first seasonal profile consisted of four
bacteria, EPEC, ETEC, EAEC and S. enterica, which were observed in diarrheic
pictures throughout the year. On the contrary, the rest of the pathogens showed
a diverse seasonal profile. In particular, infectious diarrhea caused by Shigella spp.
and STEC were found in the warmer seasons. Rotavirus infections presented a
seasonal profile restricted to the spring period, showing a shift of seasonality
peak with respect to the prevacunal era (winter season). Finally, enteric infections
by Cryptosporidium spp. and Blastocystis spp. were detected in the warmer
seasons, while G. intestinalis was identified in winter and spring. The application
of a spatial and temporal approach in pediatric diarrhea allowed the detection of
areas with high density of episodes and knowledge of the geographical

distribution of populations vulnerable to enteric pathogens in the city of Tandil.

The fifth objective was related to the description of the epidemiological

profile, geographical distribution and seasonality of the pediatric population with
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persistent diarrhea. In this research, the frequency of persistent diarrheal diseases
accounted for 7% of all episodes. Children younger than 5 years were the most
affected age group (80%), being more frequent in infants than in preschool
children. Most cases of persistent diarrhea (70%) were attended by a medical
emergency service at the Tandil hospital and 31% required hospitalization

because of the enteric symptoms.

The frequency of enteric infection in these cases was 43.8% and the
infectious agents were EPEC, EAEC and Blastocystis spp. From a geospatial
perspective, Tandilian children with persistent diarrhea exhibited a dispersed
geographic pattern, in the form of isolated cases of diarrhea and without
evidence of areas of high case density (hotspots). About seasonality, the highest
frequency of DPE cases was observed during the warm season and coincided with

the increase in total cases of diarrhea.

This research constitutes the first study on the infectious etiology of
persistent diarrhea in Argentina. This study demonstrates the presence of this
clinical picture in the pediatric population with diarrhea and the existence of
EPEC, EAEC and Blastocystis spp., as enteric pathogens related to persistent

diarrheal diseases.
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1. Introduccién

La diarrea ha sido definida como la alteracion del movimiento intestinal
normal, caracterizado como un incremento en el contenido de agua, volumen o
frecuencia de las deposiciones, con una frecuencia de tres o mas veces en 24
horas (OMS 1988).

La diarrea ocupa un puesto destacado entre las enfermedades infecciosas
ya que provoca cerca de 4 mil millones de casos al afio y constituye la segunda
causa de muerte en los nifios menores de 5 afos. Las diarreas producen alrededor
de 3,6% de los afios de vida ajustados en funcidon de la discapacidad (AVAD)
debidos a enfermedades. Los nifios malnutridos o inmunodeprimidos presentan
mayor riesgo de enfermedades diarreicas potencialmente mortales. (Kosek et al,
2003; Kosek et al, 2003; Bryce et al, 2005; Guerrant et al, 2008; Guerrant et al,
2008; Walker et al, 2010; Xiao et al, 2016). (figura 1.1).
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Figura 1.1: tasa de mortalidad por enfermedades diarreicas en niflos menores

de 5 anos (afo 2015), extraido de GBD Diarrhoeal Diseases Collaborators 2015.

Las enfermedades diarreicas son una causa relevante de morbilidad vy
mortalidad infantil y constituyen un problema de salud publica sustancial en la

poblacion pediatrica de los paises en desarrollo (Moore et al, 2010; Shrivastava
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et al, 2017, Mokomane et al, 2018). Las enfermedades diarreicas se encuentran
entre las cinco causas de muerte de todas las edades en 17 paises de
Latinoamérica y region del Caribe, constituyen la primera causa de muerte en
cinco y la segunda en cuatro de ellos. Se estima que la enfermedad diarreica
aguda constituye entre el 60 y el 80% del motivo de consultas pediatricas en los
servicios de salud de dicha region (MSAL 2012).

En Argentina, se notifican alrededor de 1 millén de casos de diarrea por afio,

hallandose variaciones segun la regidn del pais (figura 1.2).
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Figura 1.2: tasa de diarreas agudas por 100.000 habitantes. Argentina. Boletin
integrado de vigilancia N°395, 2018.

La enfermedad infecciosa intestinal afecta principalmente a la poblacién
menor de 5 afos. Este cuadro genera entre 7% y 14% de todas las internaciones
en la primera infancia y cerca del 40% de hospitalizaciones en los nifios menores
de un afo (MSAL 2012; Degiuseppe et al, 2017).

La situacién epidemiolégica de las diarreas no es estatica. Los agentes

etiolégicos pueden presentar variaciones relacionadas con factores
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demograficos, ambientales, geograficos, estacionales, climaticos o de
comportamiento, por lo tanto, la vigilancia epidemioldgica constituye una
herramienta de gran utilidad para conocer la situacion actual, detectar cambios
geograficos y temporales, observar las tendencias y obtener datos para marcar

una linea de base para estudios futuros.

1.1-Clasificacion de las diarreas

Las enfermedades diarreicas han sido clasificadas bajo distintos criterios. A
efectos practicos y desde una perspectiva clinica, las diarreas pueden clasificarse
en tres entidades: diarrea aguda, diarrea disentérica y diarrea persistente. Esta
clasificacidon se basa en las caracteristicas de presentacion del cuadro diarreico.
La primera categoria comprende la diarrea aguda tipo acuosa. Este cuadro
presenta una evolucion autolimitada, con heces voluminosas sin presencia de
sangre visible y cuyas manifestaciones clinicas incluyen diarrea liquida, vomitos
frecuentes, ligero dolor abdominal y riesgo moderado de deshidratacién. Por el
contrario, la diarrea disentérica se describe como un cuadro diarreico
sanguinolento, con escaso volumen de heces que pueden incluir la presencia de
hematies, leucocitos y moco fecal. Las manifestaciones clinicas incluyen diarrea,
vomitos, dolor abdominal, tenesmo y riesgo de deshidratacion. Estos episodios
exigen un control médico mas estrecho porque puede derivar en cuadros de
mayor gravedad como el Sindrome Urémico Hemolitico (SHU), bacteriemias o
infecciones extraintestinales. Por ultimo, la tercera categoria comprende la
diarrea persistente que corresponde al cuadro diarreico de origen multifactorial,

cuya duracion excede dos semanas (Kosek et al, 2003; MSAL 2011).

Recientemente, las Guias de Practica Clinica sobre diarreas, publicadas en
2017 por la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas (IDSA), han
recomendado la categorizacion de los cuadros diarreicos segun su duracion
temporal (figura 1.3). La primera categoria incluida en dicha guia es la diarrea

aguda (DAG) que comprende los cuadros diarreicos cuya duracion sea menor a 7
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dias. La segunda categoria es la diarrea prolongada (DPO) que incluye los cuadros
que perduren entre 7 y 13 dias; y la tercera, es la diarrea persistente (DPE), que
abarca los episodios cuya duracién temporal se extiende entre 14y 30 dias (Shane
etal, 2017).

Diarrea aguda « menor a 7 dias
Diarrea prolongada « 7a 13 dias
Diarrea persistente * 14 a 30 dias

Figura 1.3: clasificacion de las diarreas seguin su duracién temporal. Fuente:

elaboracion personal.

La DAG es una patologia frecuente y de alto impacto en la nifez,
especialmente la poblacion menor de 5 afios. Dos extensos estudios han
planteado la carencia de informacién sobre diarreas en niflos de mayor edad. El
primero de ellos fue una revisidon sistematica sobre poblacién con diarrea de
varios paises en desarrollo. Dicho estudio reportoé que la mayoria de los trabajos
sobre el tema fueron realizados en nifios menores de 5 afios, acentuando la
escasa presencia de publicaciones en el grupo etario entre 5y 15 afios (Lamberti
et al, 2012). De igual modo, el Estudio Multicéntrico Entérico Global (GEMS)
destaco la exigua informacién sobre duracion y etiologia de la diarrea en nifos

mayores de 5 afos de paises en desarrollo (Levine et al, 2012).

Diversos autores han reportado la preponderancia de la DAG en la
poblacion pediatrica, respecto a los cuadros de mayor duracién (Moore et al,

2010; Gonzalez Corona et al, 2017; Islam et al, 2018). Sin embargo, la continuidad
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del cuadro clinico se produce en una proporcion variable de los casos agudos
(Fraser et al, 1998; Bhan et al, 1989; Fagundes-Neto et a/, 2000). A fin de evaluar
la evidencia disponible sobre el tema, Bhutta (2006) recolectd la informacion
epidemioldgica sobre las diarreas cuya duracion fue mayor a una semana. Esta
revision incluyo varios estudios en el ambito extrahospitalario y sefialé la escasez
de resultados recientes sobre dichos cuadros, principalmente en pacientes

inmunocompetentes.

El primer estudio sobre DPO como entidad clinica independiente fue
realizado en Brasil, cuyos autores reportaron 12% en la poblacion infantil (Moore
et al, 2010). Estudios posteriores en paises en desarrollo reportaron la
prolongacién de los sintomas gastrointestinales hasta en 15% de los casos de
diarrea (Lamberti et al, 2012). Sin embargo, otros autores han indicado valores
superiores a 20% de DPO. Por ejemplo, Fraser et al (1998) realizaron un
relevamiento sobre dicho cuadro en nifos israelies menores de dos afios,
hallando valores cercanos a 25%. De modo similar, dos estudios realizados en
India y Kenia reportaron los valores de DPO mas elevados, con frecuencias de
43% y 55% de los casos (Bhan et al, 1989; Schilling 2010).

1.2-Caracteristicas generales de la diarrea persistente

La persistencia de los sintomas puede observarse entre 3% y 20% de los
cuadros diarreicos (OMS 1988; Andrade et al, 2000; Moore et al, 2011). Al
respecto, siete estudios realizados en nifios de Bangladesh, Brasil, Perd, India,
Kenia, Etiopla y Zimbawe reportaron valores cercanos a 10% de cuadros
persistentes en pediatria (Ketema et al, 1997; Lima et al, 2000; Bhutta 2006;
Moore et al, 2010; Schilling 2010; Islam et al, 2018). Por el contrario, otros
investigadores sefialaron frecuencias mayores de DPE que alcanzaron el 28% de
los casos de diarrea en lIsrael y Brasil (Fraser et al, 1998; Fagundes-Neto et al,
2000; Moore et al, 2011; Lamberti et al, 2012).
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Los episodios frecuentes de DPE pueden comprometer el estado nutricional
y se relacionan con trastornos del crecimiento, carencias nutricionales, menor
desarrollo cognitivo, anemia y mayor susceptibilidad a las infecciones (Bhan et
al, 1989; Schorling et al, 1990; Lima et al, 1992; Black et al, 1993; Ahmed et al,
2001; Ochoa et al, 2004; Pawlosvki et al, 2009; Moore et al, 2010; Bartelt et al,
2013; Durairaj et al, 2017).

La patogenia de la DPE es compleja y no esta totalmente esclarecida (Bhutta
2006; Guerrant et al, 2008). La evidencia sugiere el rol de multiples infecciones
secuenciales, asit como también, la infeccidn entérica prolongada por un Unico
patégeno. Ambos fendmenos podrian predisponer a infecciones entéricas
secundarias, perpetuar el dafo a la mucosa y conducir a una deficiencia de la
funcion digestiva y absortiva (Ochoa et al, 2004; Abba et al, 2009; Pawlovski et
al, 2009).

Los cuadros persistentes han sido asociados con numerosos patdogenos
entéricos (Fang et al, 1995, Fagundes-Neto et al, 2000). Entre ellos se han
mencionado E£scherichia coli enteroagregativa (EAEC), £ coli enteropatdgena
(EPEC), S. enterica no tifoidea (SNT), Campylobacter spp., Giardia intestinalis,
Entamoeba hystolitica, Cryptosporidium spp. Cyclospora cayetanensis,
Blastocystis spp., Enterocytozoon bieneusi, Strongyloides stercoralis y diversos
virus entéricos (Newman et al, 1994; Sang et al, 1997; Lima et al, 2000; Bhutta
2006; Mor et al, 2009; Pawlowski et al, 2009; Abba et al, 2009; Kermani et al,
2010; de Andrade et al, 2011; Becker et al, 2013). Asimismo, en forma
independiente al origen de la diarrea, existen diversos patdgenos que pueden
perpetuar el dafo a la mucosa entérica y extender la duracién del cuadro
intestinal. Los protozoos Cryptosporidium spp., G. intestinalisy E. histolyticay la
bacteria EAEC han sido reconocidos como patdgenos asociados a mayor riesgo
de diarrea persistente, malnutricién y deficiencias de crecimiento (Macfarlane et
al, 1987; Sallon et al, 1988; Sarabia-Arce et al, 1990; Garcia et al, 1991; Newman
et al, 2001; Tumwine et al, 2003; Guerrant et al, 2008; Mondal et al, 2009; Haque
et al, 2009).
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Numerosas investigaciones han demostrado que dichos cuadros diarreicos
comprenden una fraccidn menor de todos los episodios, sin embargo, pueden
representar hasta el 50% de todos los dias con diarrea en la poblacién infantil
(Schorling et al, 1990; Han et al, 1995; Lima et al, 2000; Bhutta 2006; Moore et
al, 2010; Fagundes-Neto et al, 2013). Asimismo, estudios longitudinales
demostraron que la presencia de un cuadro de DPO en la infancia incrementa el
riesgo de sufrir DPE y constituye un factor de riesgo de nuevos episodios
diarreicos a mayor edad (Lima et al, 2000). De igual modo, Moore et al (2010)
concluyeron que la presencia de cuadros diarreicos prolongados sextuplica el
riesgo de presentar una DPE. Sumado a ello, un estudio de cohorte pediatrica
demostré que el primer episodio de DPE fue precedido por multiples episodios
agudos que incrementaron el riesgo de un cuadro diarreico persistente (Ochoa
et al, 2004).

Los cuadros diarreicos prolongados y persistentes son de especial interés
en pediatria por las complicaciones a largo plazo, especialmente en nifos
menores de 5 afos. Sin embargo, en Argentina, no se cuenta con registros
oficiales que informen de la frecuencia de patdgenos en la poblacion infantil que

cursan cuadros prolongados y persistentes de diarrea.

1.3-Aspectos clinicos de los cuadros diarreicos

Las infecciones gastrointestinales engloban una amplia variedad de
complejos sintomaticos y de agentes infecciosos. En la poblacién pediatrica con
diarrea, la exploracion fisica es fundamental e implica la valoracion general del
nifo observando la presencia de manifestaciones clinicas como nauseas, vomitos,
deshidratacion, dolor abdominal, fiebre, pujo y tenesmo (Mandell 2014; Shane et
al, 2017). La presentacion clinica del cuadro no es patognomonica de la etiologia

infecciosa, sin embargo, dicha evaluacion permitira definir si el paciente debera
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ser referido a un nivel de mayor complejidad o ser atendido en forma ambulatoria
(MSAL 2011).

La evaluacion inicial del nifio con diarrea debe enfocarse en el estado de
hidratacion corporal (O'Ryan et al, 2005; Shane et al, 2017). Diversos estudios
han sefialado que deshidratacidén en cuadros diarreicos se halla relacionada con
el tipo de agente etioldgico, la edad del nifio, la estacionalidad, los vomitos
incoercibles o la capacidad de recuperar las pérdidas de liquido, entre otros
(Brandt et al, 2015, Shane et al, 2017). La frecuencia de deshidratacion difiere
ampliamente en la poblacidon con cuadros diarreicos. Al respecto, seis estudios
basados en consultas hospitalarias de nifios con diarrea registraron frecuencias
entre 1% y 56% de los casos (Youssef et al, 2000; Alam et al, 2001; Anvikar et al,
2008; De et al, 2016; Chung et al, 2017; Islam et al, 2018). Asimismo, una extensa
revision sistematica sobre diarreas en poblacion de paises en desarrollo reporto

valores entre 7% y 81% de los casos (Lamberti et al, 2012).

Diversos estudios han sefalado que la frecuencia de emesis en los cuadros
diarreicos es variable. Un estudio de cohorte en nifios con diarrea, realizado en
India por Bhan et al (1989) hallé una frecuencia de vomitos en 10% de los casos.
Sin embargo, otros investigadores reportaron valores superiores. Una revision
sobre casos de diarrea atendidos en hospitales de 60 paises reporté la presencia
de este sintoma hasta el 58% de los ninos enfermedades diarreicas (Lamberti et
al, 2012). Las mayores frecuencias de vomitos fueron reportadas en dos estudios,
con valores que alcanzaron el 84% de la poblacién con diarrea (Dutta et a/, 2013;
Chung et al, 2017).

La mayoria de los nifios que experimentan gastroenteritis reciben
tratamiento de forma ambulatoria. La decision de hospitalizar a pacientes con
dicho cuadro debe considerar los factores de riesgo que predisponen a
resultados desfavorables, como prematurez, gravedad del cuadro, sospecha de

sepsis, edad de la madre o diversos factores socioeconémicos y culturales que
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impidan el control evolutivo del cuadro digestivo (Kosek et al, 2003; Granado-
Villar et al, 2012; Lamberti et al, 2012).

Varios estudios recopilaron informacion sobre el tema revelando que la
frecuencia de hospitalizacién por diarrea varid entre 1% y 45% segun el agente
causal, la edad poblacional y la regidn geografica (Effler et al, 2000; Moe et al,
2005; Chang et al, 2009; Lanata et al, 2013; Levine et al, 2013; Garcia-Roig et al,
2013; Derby et al, 2014). En Argentina la mayor carga de enfermedad por diarrea
se produce en los nifios menores de 5 afos. Por ejemplo, en el periodo 2005-
2013, se registraron alrededor de 2,5x10° de egresos de hospitales publicos de
los cuales, el 9% fueron nifos con enfermedad infecciosa intestinal. Esta
frecuencia mostrd resultados variables segun la region del pals, alcanzando el
14% de las altas hospitalarias por diarrea en nifos del noroeste argentino.
Asimismo, en términos de distribucion por grupo etario, el 36% de las
hospitalizaciones registradas en hospitales argentinos se debié a la poblacion

lactante con diarrea (Degiuseppe et al, 2017).

Diversos patdgenos bacterianos han sido relacionados con cuadros de
diarrea en el mundo. Entre ellos se han mencionado Shigella spp., S. enterica (no
tifoidea, SNT), £ coli diarreigénica (DEC), Campylobacter spp., Aeromonas spp.,
Yersinia spp. y Vibrio cholerae (Murray 2007; Konemann 2008; Mandell 2014). La
evidencia reciente ha sefialado que £ coli diarreigénica constituye un grupo de
patotipos diferentes que incluyen £ coli enteropatogénica (EPEC), £ coli
enterotoxigénica (ETEC), £ coli enteroagregativa (EAEC), £ coli enteroinvasiva
(EIEC) y £ coliproductora de toxina Shiga (STEC) (Rodriguez-Angeles et al, 2002;
Croxen et al, 2013; Hebbelstrup Jensen et al, 2014; Farfan et al, 2016). A su vez,
STEC contiene un subgrupo bacteriano designado como £ coli
enterohemorragica (EHEC) que presenta tres caracteristicas distintivas:
enteroadherencia, produccion de toxina Shiga y la pertenencia a los serotipos
prioritarios: O26:H11, 045:H2, O103:H2, O111:H8, O121:H19, O145:H28 vy
O157:H7. (Delannoy et al, 2013). La presentacion clinica habitual de los

patdgenos bacterianos mas frecuentes se muestra en la tabla 1.1.
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Respecto de la presentacion clinica de la infeccion por STEC, diversos
autores han demostrado que las cepas O157 y no-O157 presentan diferencias en
cuanto a severidad y duracion del cuadro (Rivas et al, 2006). Un estudio
prospectivo basado en nifios con diarrea demostré que la duracidon media del
cuadro fue estadisticamente significativa fue mayor en nifos infectados por cepas
no-O157 (Klein et al, 2002). De igual modo, un extenso relevamiento hospitalario
sobre 28.000 casos de diarrea reportd que los casos infectados con STEC O157
presentaron diferencias significativas en frecuencia de diarrea sanguinolenta,
hospitalizacion y SHU en comparacion con los casos de diarrea infectados con
STEC no-0O157 (Hedican et al, 2009).

Las infecciones virales entéricas son una causa frecuente de diarrea infantil.
El espectro clinico de la enfermedad por Rotavirus es amplio y abarca desde una
diarrea leve transitoria hasta una gastroenteritis severa con deshidrataciéon y
desequilibrio electrolitico. En los casos tipicos, la enfermedad se manifiesta de
forma abrupta, con fiebre y vomitos seguidos de diarrea explosiva y acuosa, sin
sangre ni leucocitos. Los pacientes desnutridos, trasplantados o con
inmunodeficiencias congénitas, pueden experimentar gastroenteritis severa y
prolongada (Murray 2007; Bellido Blasco 2007).

De igual modo, los Adenovirus entéricos constituyen una causa de
gastroenteritis viral aguda. La diarrea se presenta con fiebre y vomitos, pero no
suele producir deshidratacion. A diferencia de Rotavirus, el cuadro suele
presentar una duracidon mas prolongada (Mandell 2014; Bernaola et al, 2013;
Bellido Blasco 2007)
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Tabla 1.1: Principales patdgenos bacterianos y caracteristicas clinicas de la infeccion entérica

Patégeno

Presentacioén clinica

Shigella spp.

Diarrea disentérica con fiebre, nauseas, vomitos, tenesmo y dolor
abdominal. El cuadro puede presentar complicaciones como perforacién
intestinal, megacolon téxico y Sindrome Urémico Hemolitico (SHU).

Salmonella enterica
(no tifoidea, SNT)

Diarrea con nauseas, fiebre y vomitos. La deshidratacion severa puede
presentarse en lactantes, ancianos e inmunocomprometidos.

La bacteria puede producir diarrea prolongada o cuadros diseminados.
La localizacidon extraintestinal puede presentarse en el aparato
cardiovascular (endocarditis), en el sistema osteoarticular (osteomielitis,
artritis séptica), en el sistema nervioso central (meningoencefalitis) y en
otros sitios (tracto genitourinario, higado).

E coli Diarrea acuosa o mucosa, con vomitos, fiebre y deshidratacion.
enteropatogénica La evolucién puede ser aguda o persistente y producir pérdida de peso,
(EPEC) malnutricion y deterioro del desarrollo pondoestatural.

E coli Diarrea acuosa, con vomitos y célicos abdominales. El cuadro varia desde
enterotoxigénica portador asintomatico hasta enfermedad severa tipo célera.

(ETEC)

E coli Diarrea acuosa o disentérica, de evolucion aguda o persistente, con
enteroagregativa nauseas, anorexia, febricula y tenesmo.

(EAEC)

E. colienteroinvasiva | Diarrea acuosa o disentérica, caracterizada por fuertes calambres
(EIEC) abdominales, fiebre y tenesmo.

E. coliproductora de
toxina Shiga (STEC)

Diarrea sanguinolenta, colitis hemorragica y SHU. El cuadro clinico inicia
como diarrea, con vomitos, dolor abdominal y fiebre, que puede
evolucionar a diarrea sanguinolenta. En 10% de los nifios menores de 10
afos puede desarrollar SHU, un trastorno grave que se caracteriza por
insuficiencia renal aguda, trombocitopenia y anemia hemolitica
microangiopatica.

Campylobacter spp.

Diarrea acuosa o sanguinolenta, con vémitos, dolor abdominal, fiebre y
tenesmo. La infeccion puede ser aguda o persistente y presentar
complicaciones como bacteriemia o pancreatitis y se ha postulado su
asociacién con el Sindrome de Guillain-Barré.

Aeromonas spp.

Diarrea acuosa, disentérica o coleriforme, con vomitos y fiebre. La
evolucion puede ser aguda o prolongada. La infeccidén puede diseminar
produciendo sepsis, peritonitis, meningitis, neumonia o endocarditis.

Vibrio cholerae

Diarrea aguda con deposiciones profusas. La deshidratacion progresa
rapidamente. Las complicaciones de las formas graves comprenden
hipoglucemia, shock hipovolémico, fallo renal agudo y muerte.

Yersinia spp.

La enterocolitis es la forma clinica mas habitual y se caracteriza por
diarrea con fiebre y dolor abdominal. La evoluciéon puede ser aguda o
persistente. La eliminacion fecal varia entre 2 semanas y3 meses. Otras
presentaciones incluyen ileitis, adenitis mesentérica y sepsis. Las
complicaciones autoinmunes frecuentes son artritis reactiva y
glomerulonefritis proliferativa.

Rodriguez-Angeles et al, 2002; Murray 2007; Hebbelstrup Jensen et al, 2014; Mandell 2014;
Lopardo et al, 2016; Farfan et al, 2016
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La trascendencia clinica de las parasitosis intestinales presenta gran
variabilidad y puede estar relacionada con diversos factores como el tipo de
parasito involucrado, el grado de infeccidn entérica, la edad, el estado inmune o
nutriclonal del hospedador (Ochoa et al, 2004; Mukhopadhyay et al, 2007;
Pawlowski et al, 2009). Las parasitosis intestinales pueden producirse por la
ingestidon de quistes/ooquistes de protozoos, huevos de helmintos o por la
penetracion de larvas por via transcutanea. Cada parasito realiza un recorrido
especifico en el hospedador, afectando diversos érganos y sistemas (Abba et al,
2009). Particularmente, esta investigacion se ha enfocado en los protozoos y
helmintos que infectan con mayor frecuencia a la poblacion pediatrica y que

tienen una repercusion directa en el aparato digestivo. La presentacion clinica

tipica de los parasitos entéricos mas frecuentes se muestra en la tabla 1.2.

Tabla 1.2: Principales patdgenos parasitarios y caracteristicas clinicas de la infeccién entérica

Patogeno

Presentacién clinica

Glardlia intestinalis

Diarrea aguda liquida con moco, fétida y esteatorreica, acompanada de
dolor abdominal. La infeccidn intestinal persistente se asocia con
anemia, malabsorcion y deterioro del desarrollo pondoestatural.

Cryptosporidium
spp.

La infeccidn intestinal cursa con diarrea acuosa, con dolor abdominal,
fiebre, vomitos, deshidratacién y pérdida de peso. La persistencia del
cuadro es mas frecuente en poblacién con signos de inmunosupresion.

Entamoeba
hystolitica

La colitis amebiana disentérica presenta diarrea disentérica con dolor
abdominal y tenesmo. En pacientes desnutridos o inmunodeprimidos
puede evolucionar a cuadros fulminantes con perforacién intestinal.

Blastocystis spp.

El significado clinico de la infeccidn por Blastocystis ain es materia de
debate. La infeccidén se puede asociar a diarrea, dolor abdominal,
vomitos, flatulencia, proctosigmoiditis hemorragica y urticaria cronica.

Ascaris lumbricoides

El cuadro puede incluir dolor abdominal, vomitos y diarrea ocasional.
Los sintomas intestinales dependen del grado de parasitacion.

Trichuris trichiura

La clinica es variable, infeccidén asintomatica, diarrea intermitente con
dolor abdominal o diarrea disentérica con riesgo de prolapso rectal.
Los sintomas intestinales dependen del grado de parasitacion.

Uncinarias El cuadro puede presentarse con dolor epigastrico, nauseas, pirosis y
diarrea ocasional. Los sintomas intestinales dependen del grado de
parasitacion.

Strongyloides Las manifestaciones digestivas incluyen dolor epigastrico, vémitos,

stercoralis anorexia, diarrea intermitente. La intensidad de la sintomatologia esta
en relacion con el grado de parasitosis y el estado inmune.

Cestodes La sintomatologia es inespecifica y puede incluir meteorismo, nauseas,

dolor abdominal y diarrea ocasional.

Stenzel et al, 1996; Kuo et al, 2008; Stensvold et al, 2011; Stensvold et al, 2013; Alfellani et al,
2013; Mandell 2014, Socias et al, 2014.
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1.4-Aspectos patogénicos de la diarrea infecciosa

Las infecciones gastrointestinales comprenden una amplia variedad de
complejos sintomaticos y de agentes infecciosos (Sherris 2010; Mandell 2014).
Los mecanismos patogénicos que ocasionan un cuadro diarreico infeccioso son
diversos y estan relacionados con los agentes causales que la producen (Riverén
Corteguera et al, 1999). En general, los cuadros diarreicos infecciosos se generan
por diversos mecanismos que pueden actuar en forma independiente o sinérgica.
Entre ellos se mencionan la adherencia intestinal, la produccion de enterotoxinas

y citotoxinas, o la invasion y destruccién celular, entre otros.

La adherencia como mecanismo patogénico ha sido descrita en varios
agentes etioldgicos de diarrea como EPEC, ETEC, EAEC y STEC (figura 1.4). La
caracteristica histopatologica tipica de EPEC implica la adherencia intima de la
bacteria a la superficie apical del enterocito, con la consiguiente formacién de los
pedestales celulares. Dicho fendmeno esta dirigido por una isla de
patogenicidad, conocida como el locus de borramiento de los enterocitos (LEE),
que codifica para la intimina (ea€) y numerosas proteinas reguladoras y efectoras
(Deng et al, 2004; Farfan et al, 2016). Dichos cambios estructurales deforman la
vellosidad, disminuyen la superficie de absorcidon y contribuyen al cuadro
diarreico (Rodriguez-Angeles et al, 2002, Murray 2010; Farfan et al, 2016).

El patogeno ETEC se adhiere a los enterocitos mediante factores de
colonizacion denominados CFA, estructuras proteicas que intervienen en la
adherencia bacteriana a los receptores (fibronectina, glicoesfingolipidos vy
glicoproteinas) de las células epiteliales lo que permite la colonizacién del
intestino delgado y la liberacion de toxinas (Riverén Corteguera 1999; Croxen et
al, 2013).

El mecanismo patogénico mediado por adherencia al epitelio intestinal
también puede ser realizado por varios protozoos (figura 1.5). Por ejemplo, G.
intestinalis posee el disco suctor, una estructura Unica, que le permite adherirse

al epitelio intestinal. Dicho proceso incrementa la apoptosis celular, la ruptura de
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las uniones estrechas entre los enterocitos, aumenta la permeabilidad
transepitelial y contribuye al cuadro de diarrea (Cotton et al, 2011; Molina y
Basualdo 2013). Asimismo, la patogenia de la amebiasis por £ histolytica esta
basada en la adherencia, citolisis dependiente del contacto y fagocitosis celular
(Guerrant et al, 1981; Petri et al, 1989; Mandell 2014).

Mucus
secretion

EIEC/
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Figura 1.4: mecanismos de adherencia y lesion intestinal de Escherichia coli
diarreigénica. £ colienteropatogénica (EPEC) y £ coli productora de toxina Shiga
(STEC) mediante la formacién de pedestales, £ coli enterotoxigénica (ETEC)
mediante factores de colonizacién y £ coli enteroagregativa (EAEC) mediante
agregacion y formacion de biofilm. £ coli enteroinvasiva (EIEC) y Shigella spp.

producen diarrea por mecanismos invasivos (extraido de Croxen et al, 2013)
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Figura 1.5: mecanismos de adherencia y lesion intestinal. A: G. intestinalis,
Cryptosporidium spp. y E. hystolitica. B: Blastocystis spp. Estos protozoos son
capaces de producir disfuncion endotelial, alteracion del citoesqueleto, secrecion
de citoquinas inflamatorias y apoptosis de los enterocitos. (extraido de Denoeud

et al, 2011; Di Genova et al, 2016, Del Coco et al, 2017)

Las enterotoxinas poseen un efecto directo sobre la mucosa produciendo la
secrecidon neta de agua y electrolitos. Los patdogenos entéricos productores de
enterotoxinas incluyen £. coli enterotoxigénica (ETEC), £ coli enteroagregativa
(EAEQ), Shigella spp., S. enterica y V. cholerae (Riveron Corteguera et al, 1999;
Rodriguez-Angeles et al, 2002; Sherris 2010; Croxen et al, 2013).

Por ejemplo, ETEC sintetiza dos clases de enterotoxinas: toxina termolabil
(LT) y toxina termoestable (ST) (figura 1.6). La LT posee una funcién y estructura
semejante a la toxina del colera, mientras que la ST es un pequefio péptido que
presenta dos variedades (Stp y Sth). Ambas toxinas (LT y ST) producen un
incremento de la secrecion de cloruro y una disminucion de la absorcion de
sodio, eventos que conducen a una diarrea secretoria (Séderblom et al, 2005;
Murray 2007; Sherris 2010; Croxen et al, 2013; Mandell 2014).
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Asimismo, el patotipo EAEC produce diversas toxinas. Entre ellas, se
mencionan la enterotoxina termoestable 1 (EAST1), una proteina que induce
diarrea de manera similar a la ST de ETEC, la toxina Pic, una enterotoxina con
actividad mucinolitica y de aglutinina y la toxina ShET1, una toxina con estructura
ABs, cuyo mecanismo podria involucrar la sefializacion a través del dxido nitrico
(Nataro et al, 1992; Czeczulin et al, 1997; Nataro et al, 1998; Bernier et al, 2002;
Rodriguez-Angeles et al, 2002; Farfan et al, 2016).

Por el contrario, las citotoxinas producen la destruccién de la mucosa
intestinal. La toxina Shiga (Stx) es una citotoxina producida por S. dysenteriae que
inhibe la sintesis proteica del enterocito y participa en la destruccién de la
mucosa coldnica (figura 1.6). £ coli productora de toxina Shiga (STEC) produce
citotoxinas de estructura ABs denominadas toxinas Shiga (Stx1, Stx2, Stx2c, Stx2d,
Stx2e, Stx2f, Stx2g, y Stx2h) (Rodriguez-Angeles et al, 2002; Rivas et al, 2006;
Murray 2010; Croxen et al, 2013).

Otras citotoxinas productoras de diarrea inflamatoria son la toxina
codificada por plasmidos (PET) de EAEC, la enterotoxina citotdxica (Act) de
Aeromonas spp., las toxinas de Clostridiodes difficile y la toxina de Vibrio
parahaemolyticus. En afos recientes se ha descrito otros factores de virulencia
como la citolisina A (ClyA) involucrada en la formacién de poros, induccidon de
apoptosis en los macréfagos y actividad hemolitica (Soderblom et al, 2005;
Croxen et al, 2013). Ademas de los efectos directos sobre la integridad de la
mucosa, la ruptura de las uniones estrechas y del citoesqueleto, las citotoxinas
pueden desencadenar una cascada de inflamacion en el epitelio intestinal, que
contribuye a las manifestaciones clinicas de la infeccion (Riverén Corteguera et
al, 1999; Croxen et al, 2013; Mandell 2014).
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Figura 1.6: A: mecanismo de accion de las toxinas LT y ST de ETEC (secrecion de
agua y electrolitos). B: mecanismo de accion de la toxina Shiga de STEC y S.
dysenteriae (inhibicion de sintesis proteica) (extraido de Rodriguez et al, 2002;
Croxen et al, 2013)

Otro mecanismo patogénico de diarrea es el invasivo. Como consecuencia
de la invasion de los enterocitos, las bacterias provocan una respuesta
inflamatoria importante asociada a la destruccion de la mucosa intestinal (Sherris
2010; Mandel 2014; Lopardo et al, 2016). Por ejemplo, EIEC tiene la capacidad de
invadir el epitelio del intestino grueso, lisar la vacuola citoplasmatica y liberarse
al citoplasma celular (figura 1.4). Los genes para la invasion y la diseminacién
estan codificados en el plasmido Ipa (antigeno plasmidico de invasion) (Croxen
et al, 2013; Farfan et al, 2016). Estudios genomicos han indicado que varios
genes de la familia ipaH estan localizados en dicho plasmido y en el cromosoma
bacteriano. La funcién biologica de dichos genes no se halla completamente
dilucidada, sin embargo, se ha postulado actia en forma sinérgica con otros
factores de virulencia para modular las respuestas inflamatorias del hospedador
(Ashida et al, 2007). Asimismo, la lesion por dafio directo de la célula epitelial
tiene lugar en las infecciones por G. intestinalis, Cryptosporidium spp., C
cayetanensis y Microsporidios (Mukhopadhyay et al, 2007; Molina y Basualdo
2013; Mandell 2014).
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La destruccion selectiva de las células absortivas de la mucosa, sin afectar
las células secretoras es un mecanismo de patogenia utilizado por Rotavirus y
Norovirus. Ambos virus infectan las células del extremo de las vellosidades,
modifican el equilibrio de absorcién y reducen las enzimas digestivas del borde
en cepillo (Davidson et al, 1979, Pawloski et al, 2009; Sherris 2010; Mandell 2014).

La infeccion por rotavirus afecta principalmente a los enterocitos maduros
en la superficie de las vellosidades intestinales. Los estudios histologicos revelan
atrofia de las microvellosidades, disminucion de la relacion vellosidad/cripta e
infiltracion de células mononucleares en la lamina propia. La destruccidon de las
células afectadas reduce la digestion y absorcion de nutrientes, lo que provoca
diarrea secretoria con pérdida de liquidos y electrolitos por via intestinal (figura
1.7) (Bellido Blasco 2007; Murray 2007).

Existe escasa informacion acerca de los mecanismos fisiopatologicos
involucrados en las infecciones por adenovirus entéricos. Estudios in vitro han
reportado que dichos virus infectaban células epiteliales con microvellosidades,
concentrandose a nivel de estas y produciendo una alteracion en el ribete en
cepillo. La actividad téxica de la pentona puede producir la inhibicién del
transporte celular del ARNm y de la sintesis proteica celular, el cambio
morfoldgico de la célula y las lesiones tisulares tipicas de la infeccion (Murray

2007; Mandell 2014)
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Figura 1.7: mecanismo de injuria inflamatoria causada por Rotavirus (extraido de

Villena et al, 2016)
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Dicho mecanismo también suele estar presente en otras infecciones del
intestino delgado que se asocian con el aplanamiento del extremo de las
vellosidades o con la destruccion de microvellosidades, como las infecciones por
EPEC, G. intestinalis, Cryptosporidiumspp.y S. stercoralis (Murray 2007; Pawlovski
et al, 2009; Molina y Basualdo 2013; Mandell 2014).

Numerosos patdgenos entéricos provocan una intensa respuesta
inmunoldgica por parte del hospedador, que puede exacerbar o mitigar el cuadro
diarreico. La invasion por Shigella spp., S. enterica y E. histolytica causan la
liberacion de un amplio nimero de citoquinas proinflamatorias (Jung et al, 1995;
Riveron Corteguera et al, 1999; Sherris 2010; Lopardo et al, 2016). Mas aun, se
ha demostrado que la infeccién entérica por los patdégenos EAEC, EPEC, EIEC, C
difficile G. intestinalis, Cryptosporidium spp., Blastocystis spp. y E. histolytica
causa un incremento de interleuquina 8 (IL-8) (Hashmey et al, 1997; Molina y
Basualdo 2013; Dey et al, 2014; Del Coco et al, 2017). Esta sustancia provoca una
acumulacion de neutréfilos en la lamina propia que pueden lesionar el tejido del
hospedador directamente o estimular la secrecion de cloruros a la luz intestinal.
Incluso otros patdgenos no invasores y no toxigénicos como Cryptosporidium
spp. pueden estimular la secrecidn de prostaglandinas que provocan una diarrea

secretora en pacientes infectados (Guarino et al, 1994; Mandell 2014).

En las infecciones por helmintos, la patologia intestinal se caracteriza por
alteraciones en la mucosa con atrofia de las vellosidades, disminucion de la
profundidad de las criptas, hiperplasia de células caliciformes y eosinofilia
(Lagundoye et al, 1972; Stephenson et al, 1983; Maizels et al, 2003; Artis et al,
2008). Sin embargo, la vasta mayoria de los nematodes y platelmintos intestinales
presentan infecciones asintomaticas o con sintomas leves. Esta diferencia
sustancial con los patogenos entéricos bacterianos, virales y protozoarios se basa
en varios aspectos de la interaccion entre el hospedador y el parasito como, por
ejemplo, la estrecha relacién entre la presentacion clinica y la carga parasitaria
(Hashmey et al, 1997; Maizels et al, 2003). En general, las infecciones por

helmintos de intensidad leve se asocian con escasa signosintomatologia (Urbanti
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et al, 2001; Craig et al, 2007). De igual modo, la presencia de sintomas solamente
es observada en cuadros de hiperinfeccion con S. stercoralis (Hashmey et al,
1997). Mas aun, otros autores han sefialado la mayor vida media del helminto, las
dimensiones de los organismos, la multiplicidad de sus antigenos y la cronicidad
de la infeccion. Asimismo, diversas investigaciones recientes han demostrado la
capacidad parasitaria para inducir un estado de inmunomodulacidon en el
hospedador, que conlleva una disminucién de las manifestaciones clinicas de la
infeccion entérica (Else et al, 1994; Finkelman et al, 1997; Helmby et al, 2001;
Maizels et al, 2003; Jackson et al, 2004; Anthony et al, 2007; Artis et al, 2008;
Nutman et al, 2015).

1.5-Diagnéstico etiolégico de las infecciones entéricas

En las ultimas décadas se han concretado numerosos avances en el
conocimiento de los agentes etioldgicos bacterianos, virales y parasitarios
capaces de causar enfermedad gastrointestinal. Con el desarrollo de nuevas
herramientas diagnosticas se ha obtenido informacién esencial para el
conocimiento de la etiologia, la patogenia y la epidemiologia de las infecciones

gastrointestinales (Konemann 2008; Lopardo et al, 2016).

La utilidad del diagnostico etiologico de las diarreas infecciosas se centra
en dos perspectivas relevantes: el enfoque clinico, para la atencidén y el
seguimiento de los pacientes, en particular frente a los casos que requieren
tratamiento antimicrobiano; y el enfoque de salud publica, orientado al control
de brotes, la vigilancia epidemiolédgica y los estudios sobre vacunas (Longstreth
et al, 2006). En ambos casos, el diagndstico de certeza se obtiene mediante
diversos estudios de laboratorio que incluyen la observacidén macroscédpica de las
heces (forma, consistencia); la observacidn microscépica en fresco (presencia
fecal de leucocitos, hematies), las coloraciones permanentes (Tinciones de
Giemsa, Azul de Metileno, Ziehl Neelsen, Tricrémica, Gram Cromotropica); el

cultivo de materia fecal (bacterias enteropatdgenas, larvas de helmintos); las
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técnicas inmunoldgicas (identificacion de serotipos bacterianos, deteccion de
antigenos virales) y la amplificacion de acidos nucleicos del patbgeno mediante
métodos moleculares (deteccidn del patogeno, identificacion de factores de

virulencia) (Murray 2007; Konemann 2008; Mandell 2014; Lopardo et al, 2016).

El estudio de bacterias patdogenas en un cuadro diarreico comienza con la
deteccion de leucocitos y hematies fecales. Esta practica clinica suele utilizarse
como método de rutina para el diagnéstico presuntivo de diarrea invasiva. Sin
embargo, diversos autores han cuestionado la validez de esta premisa indicando
la baja sensibilidad de la prueba y la dependencia del resultado con la demora
en el procesamiento de la muestra (Mel 2000; Khan et al, 2006; Carreazo et al,
2011).

El rendimiento del cultivo bacteriano en la poblacidon con diarrea ha
presentado resultados variables entre 8% y 82%. Valores inferiores a 30% de
positividad fueron observados en paises desarrollados como Canada, Estados
Unidos y Noruega, mientras que los porcentajes mas elevados se reportaron en
Grecia, Taiwan, México y Kenia (Afset et al, 2003; Klein et al, 2006; Slinger et al,
2017, Schilling et al, 2017). En paises de Latinoamérica como Cuba, Perd y
Venezuela la frecuencia de aislamiento de patégenos por cultivo varié entre 33%
y 65% (Flores-Abuxapqui et al, 1994; Gonzalez Corona et al, 2002; Carreazo et
al, 2011; Michelli et al, 2016).

En Argentina, los reportes oficiales del Ministerio de Salud indicaron un
rendimiento de cultivo en diarreas bacterianas variable entre 20% y 60%. Los
patdgenos detectados con mayor frecuencia en poblacidon con diarrea fueron
Shigella spp., EPEC y S. enterica (MSAL 2012). Sin embargo, la frecuencia de
positividad del coprocultivo puede presentar diferencias segun la edad de los
casos. Un extenso trabajo sobre niflos de Kenia, enrolados en el Estudio
Multicéntrico Entérico Global (GEMS), demostrd que la edad del nifio con diarrea
tenia una asociacién muy significativa con la presencia de patdégenos entéricos

(Schilling et al, 2017). Ademas, diversos estudios etiologicos en nifos menores
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de 5 afios con diarrea reportaron una frecuencia de aislamiento bacteriano entre
33% y 82%, mientras que dicho valor fue inferior a 17% cuando se incluyo la
poblacién de mayor edad (Maltezou et al, 2001; Gonzalez Corona et al, 2002;

Giugno y Oderiz 2010; Carreazo et al, 2011; Slinger et al, 2017).

La serotipificaciéon constituye un importante complemento de la
identificacion bioquimica y desde el punto de vista epidemiolégico permite
determinar la prevalencia de una serovariedad bacteriana en distintas zonas
geograficas, como asi también es de gran utilidad para el estudio de brotes. Estos
métodos son utilizados habitualmente con bacterias enteropatogenas como £
coli, Shigella spp. o S. enterica. En el caso de £ coli se han identificado mas de
700 serotipos, sin embargo, se ha seflalado una pobre relacién entre el serotipo
bacteriano y la patogenia de la enfermedad intestinal, excepto para STEC (Murray
2007; Croxen et al, 2013; Lopardo et al, 2016).

El diagndstico molecular tiene un papel emergente en los laboratorios de
diagndstico microbioldgico. Estas técnicas han demostrado consistentemente
una elevada sensibilidad en comparaciéon con los métodos tradicionales vy
constituyen una herramienta de gran valor, tanto en el diagnostico de las
infecciones gastrointestinales, como en la deteccidn de nuevos patotipos
emergentes de £ coli El extenso brote de £ coli O104:H4 en Alemania puso de
manifiesto la importancia de las cepas EAEC capaces de producir toxina Shiga. La
caracterizacion genética de estos aislamientos permitio identificar factores de
virulencia de dos patotipos (EAEC y STEC), sugiriendo que la cepa O104:H4
asociada con el brote aleman de 2011 se denomine £ coli hemorragica
enteroagregativa (EAHEC) (Bielaszewska et al, 2011; Brzuszkiewicz et al, 2011,

Frank et al, 2011; Steyert et al, 2012).

En la practica clinica, los métodos fenotipicos y seroldégicos permiten la
deteccidon de EPEC y £ coli O157, mientras que los otros patotipos requieren la
amplificacion génica de factores de virulencia para su deteccion en la poblacidn

con diarrea (Konemann 2008; Croxen et al, 2013; Lopardo et al, 2016). En
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Argentina, los métodos moleculares no se utilizan para el diagnéstico de rutina
de patogenos entéricos, por lo tanto, se desconocen las frecuencias de infeccién
y la presentacion clinica de los patotipos EAEC, ETEC y EIEC en nifios con diarrea
del pais. La evidencia ha demostrado que la severidad de la enfermedad varia
segun el serotipo de STEC involucrado. Sin embargo, los STEC no-O157 no se
pesquisan de manera rutinaria en los laboratorios de diagnostico de Argentina,
por lo tanto, el impacto clinico de los aislamientos de £ colino-O157 en el pais

permanece indefinido.

Los métodos habituales de diagndstico viroldgico se basan en la deteccidon
de antigenos virales mediante ensayos inmunoldgicos como ELISA, aglutinacién
o inmunocromatografia. Estos métodos han sido incorporados en los
establecimientos de salud por su simplicidad y rapidez para el diagnostico de
gastroenteritis viral (Murray 2007; Konemann 2008).

La deteccion de parasitos entéricos habitualmente se realiza mediante la
observacion microscopica de las heces. Sumado a ello, las coloraciones
permanentes como las tinciones de Ziehl-Neelsen, Kinyoun, Tricromica o Gram
Cromotropica favorecen la deteccién de coccidios y microsporidios (Becker et al,
2013). El diagnostico de S. stercoralis presenta mayor complejidad porque
requiere la aplicacién de técnicas de concentracion especificas con heces frescas.
Entre ellas, se mencionan la técnica de Baermann, basada en el hidrotropismo
parasitario y la técnica de cultivo en placa de agar (CPA) que presenta la mayor

recuperacion de larvas de dicho helminto (Becker et al, 2013; Shane et al, 2017).

En resumen, las infecciones gastrointestinales engloban una amplia
variedad de complejos sintomaticos y de agentes infecciosos. Por ende, en los
laboratorios de diagnostico, la seleccion de los patdgenos a investigar debe
considerarse en base a una combinacién de factores demograficos, clinicos,
epidemiolégicos y de infraestructura disponible, en coordinacién con las

autoridades de salud publica de la region.
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1.6-Aspectos espaciales y temporales de las enfermedades diarreicas

Las enfermedades infecciosas pueden agruparse de acuerdo a criterios
taxonomicos o clinicos. Estas clasificaciones son adecuadas desde el punto de
vista del diagndstico etioldgico o del tratamiento antimicrobiano. Sin embargo,
desde la perspectiva de la salud publica, y en particular, de la vigilancia
epidemioldgica, es necesario considerar los contextos demograficos, sociales,
espaciales y temporales de la infeccion (Parkes et al, 2003; Hunter et al, 2005;
Eisenberg et al, 2007). Los elementos clave del medio ambiente como la
temperatura, las precipitaciones, la humedad relativa, las inundaciones, el tipo de
suelo, las condiciones ecoldgicas y geoldgicas, entre otros numerosos factores,
pueden dar una visidn global para identificar la distribucidén espacial y temporal
del agente patogeno en la naturaleza y, por lo tanto, conocer el riesgo de la

enfermedad en un determinado ambiente (Ostfeld et al, 2005).

Los factores de riesgo mas relevantes para el estudio de las enfermedades
diarreicas son el saneamiento inadecuado, la falta de agua potable y la higiene
deficiente (Fuller et al, 2014). Diversos trabajos han reportado la relacion entre
las condiciones higiénico-sanitarias y la elevada frecuencia de diarrea. Estudios
realizados en Brasil y Bangladesh reportaron que las personas que habitan en
viviendas con bafio o letrina tuvieron un comportamiento mas higiénico que
aquellos que no los tenian. Ademas, las condiciones insalubres de las letrinas, la
falta de agua segura, los escasos habitos de higiene y la presencia de residuos en
el domicilio se asociaron significativamente con los episodios de diarrea aguda
en los barrios marginales de India, Etiopia, Jordania, Bangladesh, Libia, Ruanda,
Sudafrica y Nigeria (von Schirnding et al, 1991; Gupta et al, 1998; Kumar et al,
2011; Adane et al, 2017; Shrivastava et al, 2017; Mokomane et al, 2018).

La ciudad de Tandil posee una superficie urbanizada irregular y presenta un
crecimiento heterogéneo con las limitaciones que impone el relieve (Vapnarsky

y Gorojovsky 1990; Velazquez et al, 1998). En las ultimas dos décadas, Tandil ha
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crecido de forma continua y heterogénea, con un mayor crecimiento en los
faldeos serranos. Los patrones territoriales parecen indicar un tipo de crecimiento
horizontal disperso con una clara diferenciacion espacial entre el norte y el sur
de la ciudad (Lan 2011). La estructura de crecimiento poblacional de Tandil
presenta similitudes con la de otras ciudades intermedias de Buenos Aires y sirve
como modelo de estudio de las diarreas pediatricas en un area urbana del interior

de la provincia.

Diversos autores han categorizado el espacio urbano de Tandil en regiones
geograficas delimitadas segun las dimensiones socioecondmica, habitacional y
espacial (figura 1.8, 1.9 y 1.10). La regidén periférica de la ciudad estuvo
conformada por un cinturdn poblacional externo con alta exclusién territorial y
diversos barrios populares (figura 1.11). La regidn central ocupd gran parte del
casco urbano y la regién sur estuvo constituida por la zona comercial y financiera

de la ciudad (Linares et al, 2007; Lan 2011; Fernandez y Ramos 2013).
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Figura 1.8: mapa de Tandil. A: regiones urbanas periférica, central y sur en base
a dimensiones socioecondmica, habitacional y espacial. B: lineas de transporte
urbano. C: area urbana con suministro de gas de red (rojo). D: area urbana central
con red de desaglies cloacales. E: establecimientos educativos de la ciudad.
(Linares et al, 2007; Banda Noriega y Diaz A, 2010; Lan 2011; Fernandez y Ramos
2013).
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Figura 1.10: fotografias de la regién periférica de Tandil
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Barrios populares:
-dreas de alta vulnerabilidad

-mds de la mitad de la poblacién no
tiene titulo de propiedad del suelo, ni
acceso a los servicios (agua corriente
de red, energia eléctrica con medidor
domiciliario y/o red cloacal)-

REGISTRC NACIONAL DE BARRIOS
POPULARES E

Ly 3

Ragidn parifiérica

Registro Nacional de barrios populares: s
https://www-argentina-qob-ar/barriospopulares I m I E w ﬁ i
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Figura 1.11: mapa de Tandil con la ubicacidn geografica de los barrios populares
y las caracteristicas demograficas y socioecondmicas de la poblacion que habita

en dichos barrios (extraido del Registro Nacional de Barrios Populares).

El Hospital de Nifos Dr. Debilio Blanco Villegas (HDBV) de la ciudad de
Tandil forma parte del Sistema Integrado de Salud Publica del Municipio de
Tandil, junto con los Hospitales Generales Ramon Santamarina y Enrique Larreta.

El nosocomio fue inaugurado en 2008 y surgid como respuesta a una
demanda sanitaria creciente producto del incremento de la poblacion, de las
derivaciones provenientes de localidades vecinas y de las falencias del
subsistema de seguro social y privado de la ciudad.

El HDBV pertenece a la Region Sanitaria VIl y posee una ubicacion
geografica estratégica que le permite atender pacientes pediatricos de otros
partidos de la provincia. La similitud de este hospital con otros de la provincia de
Buenos Aires permite el estudio epidemioldgico de las diarreas pediatricas en

localidades del interior del pats (figura 1.12, 1.13 y 1.14).
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Figura 1.12: mapa de la regién sanitaria VIlI, Ministerio de Salud, provincia de

Buenos Aires, Argentina.

Figura 1.13: fotografia del frente del Hospital de Nifios Debilio Blanco Villegas
de Tandil. Pagina Web del Hospital de Nifios Debilio Blanco Villegas.
http://hospitaldbv.hrsantamarina.org.ar/?page id=1716
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Figura 1.14: mapa de Tandil. Ubicacién geografica del Hospital de Nifios Debilio

Blanco Villegas.

Las infecciones gastrointestinales pueden ser adquiridas por la via fecal-
oral, mediante el consumo de agua o alimentos contaminados con desechos
fecales o el contacto directo con personas o animales portadores de patégenos
entéricos (Onozuka y Hashizume 2011; Ghazani et al, 2018). Asimismo, el
contacto con agua en actividades recreativas como factor de riesgo de
infecciones bacterianas infantiles ha sido sefialado por diversos autores (Denno
et al, 2009; Olds et al, 2018).

En Ghana, Osety Stein (2017) estudiaron los patrones geograficos y las areas
de alta densidad de diarreas durante cuatro afos. Los autores informaron una
asociacion significativa entre la frecuencia de diarrea y la falta de urbanizacién,
seflalando una mayor presencia de dichos cuadros en areas periurbanas con
deficiencias en los servicios sanitarios. Asimismo, en Etiopia, Beyene et al (2018)
investigaron la distribucion espacial de las diarreas. Los autores hallaron una
asociacion significativa de la diarrea en niflos de tres areas geograficas con la

calidad del agua de consumo y el contacto con animales de granja.
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La exposicion a la contaminacién fecal en areas publicas, especialmente en
entornos urbanos densos, puede contribuir significativamente al riesgo de
infeccidon entérica. Berendes et al (2018) examinaron las asociaciones entre el
saneamiento y la contaminacion fecal en entornos publicos en cuatro barrios de
bajos ingresos en Ghana. Los autores hallaron una mayor concentracién de
microorganismos fecales en areas con escasa infraestructura sanitaria. Similares
resultados fueron publicados por Fontoura et al, (2018) en nifios con diarrea de

barrios marginales de Brasil.

La ciudad de Tandil se abastece de aguas subterraneas, ya que no dispone
de recursos hidricos superficiales con caracteristicas apropiadas para su
explotacion. Debido a la hidrogeografia de la regién, la distribucién de dicho
recurso se divide en subsistemas con estaciones de bombeo que impulsan el
agua a cotas mas elevadas (Barranquero et al, 2009). La escasa cobertura de la
red cloacal en Tandil implica que una fraccion importante de la poblacién debe
disponer la eliminacién de sus efluentes domiciliarios sin ningdn tipo de
tratamiento (pozo absorbente). Esta situacién se ve agravada en aquellas
viviendas que carecen de agua potable de red, ya que las excretas pueden filtrar
a las napas de agua y contaminar los acuiferos subterraneos. Los dos sectores de
Tandil que carecen del servicio de agua de red y de cloacas incluyen los barrios
periféricos que rodean el centro urbano y los barrios recientes con alto valor
inmobiliario, ubicados en la region sur de la ciudad (figura 1.8) (Banda Noriega
et al, 2008). Las caracteristicas sanitarias de Tandil presentan semejanzas con las
de otras areas urbanas y ofrecen un modelo de estudio epidemiolégico de la
perspectiva espacial de diarreas pediatricas en una ciudad intermedia de Buenos

Alres.

Numerosos estudios han indicado que las enfermedades diarreicas estan
relacionadas con las variables climaticas como la temperatura, la humedad y las
precipitaciones (Valcour et al, 2002; Mathieu et al, 2004; Kovatz et al, 2004; Tam
et al, 2006; Fisman et al, 2007; Naumova et al, 2007; Chaikaew et al, 2009;
Onozuka et al, 2011; Hall et al, 2011a; Lal et al, 2012; Pardhan-Ali et al, 2012;
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Alexander et al, 2013; Kotloff et al, 2013; Azage et al, 2015; Xu et al, 2015;
Carlton et al, 2016).

Un ejemplo reciente fue publicado en 2018 por Ghazani et al que
examinaron la relacion entre las enfermedades gastrointestinales y las variables
climaticas en Escocia, Australia, Japon, Suiza, Estados Unidos, Micronesia, Vietnam
y China. Los autores hallaron un aumento de la incidencia de diarrea bacteriana
con el incremento de la temperatura, mientras que la humedad relativa y las

precipitaciones mostraron resultados variables frente a dicho cuadro.

Sin embargo, la asociacion entre diarrea y clima puede verse afectada por
diversos factores como el tipo de patdgeno, las temperaturas ambientales
maximas y minimas, la radiacién solar, la altitud, las precipitaciones y la latitud
geografica (Ozonuka y Hagihara 2015). El clima de Tandil pertenece a la categoria
de templado oceanico, con veranos calidos y sin estacion seca, y corresponde a
la categoria Cfb segun el sistema Kdppen-Geiger (Peel et al, 2007). Este tipo de
clima solamente se halla en el sudeste de la provincia de Buenos Aires
(incluyendo la ciudad de Tandil) y en el sudoeste de la provincia de Santa Cruz
(figura 1.15).
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Figura 1.15: Mapas de la clasificacion de climas segun el sistema Képpen-Geiger
(Peel et al, 2007). Izquierda: Sudamérica. Derecha: detalle del clima Cfb de la

region en estudio.
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Los mapas se emplean desde hace siglos como herramienta grafica que
otorgan una vision de conjunto de uno o varios eventos relacionados. En las
ultimas décadas, la cantidad de datos espaciales que han sido almacenados en
forma digital se ha incrementado exponencialmente debido al rapido desarrollo
de nuevas tecnologias (Lemus et al, 2008; Buzai et al, 2012; Cromley y McLafferty
2012; De Elia et al, 2014).

La representacion grafica de los eventos de salud puede realizarse de
diversas formas. La forma mas sencilla de graficar los casos individuales de una
enfermedad como la diarrea infecciosa es mediante la utilizacion de puntos o
simbolos con diferentes colores o formas. Sin embargo, estos mapas no permiten
identificar en forma clara, las areas geograficas con alta concentracion de eventos
(areas calientes o hotspots) debido a la superposicion de puntos entre casos muy
cercanos (Eck et al, 2005). Una estrategia de mapeo alternativa para la
exploracion de patrones geograficos en datos puntuales es la funcion de
densidad llamada densidad Kernel. Dicha técnica ha sido ampliamente utilizada
en la identificacion de conglomerados (clusters) espaciales porque permite
visualizar la intensidad y extensiéon de los eventos de salud en un area geografica
(Cromley y McLafferty 2012). Esta herramienta grafica genera un mapa (mapa de
calor, islas de calor) que muestra la densidad de eventos de salud, modelados
como un campo continuo con areas de casos positivos (picos) y areas de casos

negativos (valles) (Cromley y MclLafferty 2012; De Elia et al, 2014).

El analisis de la distribucion de las enfermedades infecciosas y sus
determinantes espaciotemporales son un aspecto fundamental para la
Epidemiologia y, por ende, para la Salud Publica (De Elia et al, 2014). Al respecto,
los Sistemas de Informacion Geografica (SIG) son una herramienta de gran
utilidad porque permiten la localizacion de eventos de salud en tiempo y espacio,
el reconocimiento de los patrones de comportamiento o de factores de riesgo

ambiental, la deteccion de areas con alta densidad de eventos de salud, el
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conocimiento de la distribucion geografica de poblaciones vulnerables a un
grupo de patogenos, la evaluacion del impacto de una intervencién, la deteccion
de areas con dificultades de acceso a centros de salud, el conocimiento de la
cobertura de vacunacién en una regién, entre otras (Loyola et al, 2002; Paolino
et al, 2005; Rinaldi et a/, 2006; Lemus et al, 2008; Cromley y McLafferty 2012; De
Elia et al, 2014).

La ciudad de Tandil presenta caracteristicas particulares en cuanto al
crecimiento demografico, urbanizacion, infraestructura de servicios sanitarios,
orografia y tipo de clima. Por lo tanto, los estudios espaciales y temporales de las
enfermedades diarreicas, realizados en otras regiones de Argentina, no son
comparables con los de esta region y ponen de manifiesto la necesidad de este

tipo de estudios en la poblacion pediatrica de Tandil.
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Objetivos

Objetivo general

Caracterizar la diarrea persistente de tipo infeccioso en la poblacién infantil que
concurre al Hospital de Nifnos Debilio Blanco Villegas de Tandil durante el
periodo 2016-2017.

Objetivos especificos

Objetivo 1) Caracterizar el perfil demografico y clinico de la poblacion con

diarrea.

Objetivo 2) Identificar los patdgenos bacterianos, virales y parasitarios presentes

en las heces de los ninos con diarrea.

Objetivo 3) Estimar la frecuencia de infeccion intestinal segun agente etioldgico,

grupo etario y duracién temporal del cuadro diarreico.

Objetivo 4) Caracterizar la distribucidon geografica y la estacionalidad de los

casos de diarrea infecciosa.

Objetivo 5) Describir el perfil epidemiologico, la distribucién geografica y la

estacionalidad de la poblacion con diarrea persistente.

Hipotesis
Los niflos con diarrea persistente que se atienden en el Hospital Debilio Blanco
Villegas de Tandil en forma ambulatoria presentan patdgenos intestinales en sus

heces.
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2.-Materiales y métodos

2.1- Area y periodo de estudio

2.1.1- Area de estudio

La provincia de Buenos Aires es una de las veintitrés que componen la
Republica Argentina. La poblacién bonaerense ha superado los 15.600.000 de
habitantes, de los cuales, 96% de la poblacion reside en areas urbanas (INDEC
2010). El Partido de Tandil se encuentra ubicado en la provincia de Buenos Aires.
La ciudad de Tandil se halla ubicada en las coordenadas 37°19' Sy 59°08' O y
abarca una superficie urbanizada de forma irregular cercana a 50 Km2. La
poblacion ha superado los 123.000 habitantes, de los cuales 22% corresponde a
poblacion pediatrica. La densidad poblacional es de 26 hab/Km?y presenta un

indice de masculinidad de 94,5 (INDEC 2010) (figura 2.1)

Figura 2.1: mapa de Argentina (izquierda) con detalle de la provincia de Buenos

Alres y la localizacidn geografica de Tandil (derecha)

El clima de Tandil pertenece a la categoria de templado oceanico, con
veranos calidos y sin estacion seca. (Peel et al, 2007). La temperatura media anual

es 14°C, con una humedad relativa de 77%, precipitaciones de 900 mm/afio con
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preponderancia estival y heliofania media de 6,5 h/dia (SMN). El casco urbano de

Tandil esta ubicado a una altitud cercana a 200 m (figura 2.2).
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Figura 2.2: mapa de la ciudad de Tandil y sus alrededores. Detalle de la
topografia del area de estudio. Disponible en http://es-ar.topographic-

map.com/places/Tandil-237810/

El Hospital de Nifos Dr. Debilio Blanco Villegas (HDBV, Establecimiento
asistencial, cédigo 79100769) se halla ubicado en la calle Alem 1300, Tandil
(7000), provincia de Buenos Aires, Argentina. Este nosocomio cuenta con 52
camas divididas en 5 sectores (Lactantes, Primera y Segunda Infancia, UTIP,
Guardia y Oncologia) y 12 consultorios externos de pediatria/especialidad.
Actualmente, cuenta con un sistema que incluye historia clinica informatizada

que puede ser consultada y evolucionada desde los distintos puntos de atencion.

2.1.2- Periodo de estudio:
El periodo de estudio de la variable estuvo comprendido entre octubre de 2016

y octubre de 2017.
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2.2. Aspectos metodoldgicos del estudio
2.2.1- Tipo de estudio y diseiio
El estudio se realizd con una estrategia cuantitativa, con la aplicacion de un

disefio observacional, descriptivo, prospectivo y de corte transversal.
2.2.2- Poblacion. Unidad de analisis. Criterios de inclusién y exclusion.

2.2.2.1- Poblacion objetivo
La poblacion objetivo estuvo comprendida por los niflos de ambos géneros con
edades comprendidas entre 1 mes y 15 afios, que residan en el partido de Tandil

y zona de influencia, provincia de Buenos Aires, Argentina.

2.2.2.2- Poblacién accesible

La poblacién accesible estuvo comprendida por los nifios de ambos géneros, con
edades comprendidas entre 1 mes y 15 afios, que presente un cuadro diarreico y
que se atiendan en el Hospital de Nifos Debilio Blanco Villegas de Tandil,
provincia de Buenos Aires, Argentina, durante el periodo comprendido entre
octubre de 2016 a octubre de 2017.

2.2.2.3- Seleccion de la muestra poblacional
La seleccion se realizd aplicando un procedimiento de coleccion por casos
consecutivos de los nifios que se atendieron en el Hospital durante el periodo

del estudio.

2.2.2.4- Unidad de Analisis

La unidad de analisis fue la materia fecal del nifio con diarrea.

2.2.2.5- Criterios de inclusion
Los nifios con edades comprendidas entre 1 mes y 15 afios, que presentaron un
cuadro diarreico y que concurrieron a atenderse al Hospital de Nifios Debilio

Blanco Villegas de Tandil durante el periodo del estudio.
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2.2.2.6- Criterios de exclusion

Los nifios con enfermedad intestinal inflamatoria cronica, con enfermedades
oncohematoldgicas, inmunosuprimidos, trasplantados, hospitalizados, con
infecciones nosocomiales, con sindrome urémico hemolitico recurrente o con

diarrea cronica (mayor a 30 dias) fueron excluidos del estudio.

2.2.3- Fuentes de informacion, instrumentos y métodos de recoleccion de
datos

2.2.3.1- Documentacion

La documentacion consiste en el registro de datos disponibles, obtenidos
mediante consulta o interrogatorio a una persona sobre un asunto en particular.
Fuentes documentales: historia clinica informatizada del hospital DBV, bases de
datos institucionales (Servicio Meteoroldégico Nacional (SMN), Instituto Nacional
de Estadisticas y Censos (INDEC), Ministerio de Salud de la Nacion (MSAL) y bases

de datos geograficas (Instituto Geografico Nacional (IGN).

2.2.3.2- Mediciones biologicas:

Las mediciones estaran constituidas por los analisis de laboratorio utilizados para
la identificacidn de los agentes etioldgicos productores de diarrea.

Fuente documental observacional estructurada: registro de variables

biofisiologicas.

2.2.3.3- Técnicas e instrumentos de laboratorio

Todos los procedimientos de diagnostico bacteriologico, virologico vy
parasitoldégico descritos en esta seccion han sido validados y controlados
previamente mediante controles de calidad interno y externo. Los instrumentos
de laboratorio utilizados para la identificacion de los patdgenos cumplen los

criterios de validez, confiabilidad y objetividad.
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Operacionalizacion de las variables

2.3.1- Definicion de la variable

La variable de estudio fue la diarrea, definida como la alteraciéon del movimiento
intestinal normal, caracterizado como un incremento en el contenido de agua,
volumen o frecuencia de las deposiciones, con una frecuencia de tres o mas veces
en 24 horas (OMS 1988) (Tabla 2.1).

2.3.2- Definiciones operacionales:

Duracion temporal de la diarrea: nimero de dias de diarrea en el episodio
actual. Los casos seran estratificados en diarrea aguda (periodo menor a 7 dias),
diarrea prolongada (de 7 a 13 dias) y diarrea persistente (14 a 30 dias) (Shane et
al, 2017).

Grupos etarios: Los nifios seran categorizados en cinco grupos de edad:
lactantes menores (1 a 12 meses), lactantes mayores (13 a 24 meses), preescolares
(2 a 5 anos), escolares (6 a 11 afos) y adolescentes (mayores de 11 afios) (Nelson
2013).

2.3.3- Variables de control

Edad: maduracién continua y consecutiva del individuo desde el nacimiento
hasta la adolescencia. La edad se calculara a partir de la fecha de nacimiento.
Valor: ahos y meses de vida.

Género: condicién bioldgica de varon o mujer. Valores: masculino o femenino.
Modalidad de atencion médica: Consulta atendida por los profesionales
médicos. Valores: servicio de emergencias (Guardia) o atencion en consultorios
externos.

Requerimiento de hospitalizacién: conducta terapéutica de tratamiento de la
diarrea. Valores: tratamiento ambulatorio o internacion hospitalaria.

Fecha del analisis: corresponde al dia, mes y afo de recoleccion de las heces.
Datos necesarios para el estudio temporal del caso.

Localizacion geografica: representacién grafica de la direccion postal. Datos

necesarios para el estudio de la distribucion geografica (mapas).
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Tabla 2.1: Operacionalizacion de la variable en estudio

Variable Dimensiones Indicadores
Duracién temporal de la diarrea
Aspectos clinicos Manifestaciones clinicas:
Presencia/ausencia de signos vy
sintomas
Forma Escala de
. . Y| Bristol
consistencla
;L (ver Anexo |)
Caracteristicas generales de las heces - - 7
Presencia/Ausencia | Categorias | a
D‘a'f"ea3 de leucocitos y/o | IV.  (seccién
alteracion del hematies 25.2.22)
movimiento A tes bacteri 3 ] -
intestinal gentes bactertanos. Presencia/Ausencia de patégeno
normal, Shigella spp. bacteriano
caracterizado Salmonella enterica — : -
como un Aeromonas spp. Suscep.)tlbllldad/Res'lstf-:‘nCLa.
incremento Vibrio spp. bacteriana a los antimicrobianos
e”'el Presencia/Ausencia de la bacteria y
contenido de Agentes bacterianos: de sus genes de virulencia
agua, O | Escherichia coli diarreigénica ] -
volumen o 5 Patotipos de £ colidiarreigénica
frecuencia de T
T Agentes virales: . . ,
las o gen® Presencia/Ausencia del patégeno
deposiciones, ° Rotavirus .
s . viral
con una 2 Adenovirus
frecuenciade | 'S | Agentes parasitarios:
5 9] . o
tres 0 mas = Glardlia intestinalis
veces en 24 it L.
horas 8 Cryptosporidium spp.
(@] .
! Cyclospora cayetanensis
o .
= Blastocystis spp.
Microsporidios Presencia/Ausencia del patégeno
Ascaris lumbricoides parasitario
Trichuris trichiura
Uncinarias
Strongyloides stercoralis
Taenia spp.
Hymenolepis spp.
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2.4- Métodos técnicos y operativos

2.4.1- Instrumentos de recoleccion de datos
2.4.1.1- Equipamiento e instrumental de laboratorio

Los equipos de laboratorio utilizado en esta tesis fueron:

Tabla 2.2: Equipamiento e instrumental de laboratorio utilizado en la tesis

Tipo de equipamiento Marcas y modelos

Microscopio Microscopio triocular: Leica®, modelo CME

Macrocentrifuga: Gelec®, Modelo G142

Centrifugas Microcentrifuga: Eppendorf®, Modelo Minispin

Agitador Vortex: DragonLab®, modelo MX-S.
Estufas Estufa de cultivo (37°C): San-Jor®
Bafio termostatico Bafo seco: Labnet. AccuBlock®, Digital Dry Bath

Heladera con freezer (-20°C): Gafa®

Hel F
eladeray Freezer Freezer (-85°C): Nuair® Ultra low freezer

Sistema automatizado de Vitek2 Compact. Biomerieux®
tipificacion y antibiograma Lector de turbidez: Densi-chek®
Flujo laminar Cabina de seguridad biologica tipo 2

Termociclador 1: T100. Bio-Rad®

T iclad . . . .
ermociciadores Termociclador 2: Verity. Applied Biosystems®

Electroforesis Cuba electroforética y fuente de poder: Bio-Rad®

Deteccion y documentacién de Transiluminador UV: Labnet®
productos de amplificacion Cémara de fotos para geles: Canon®.

2.4.1.2- Programas informaticos

Software para documentacion de geles: Lifescience Software from UVP Doc-
[t®LS, Image Acquisition Software.

Software para disefio de mapas: Quantum GIS (QGIS, versién 2.18.12).
Software estadistico: Infostat/L para Windows (version libre actualizada,

11/3/2018)
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2.5- Aspectos técnicos y operativos.

2.5.1- Recoleccion de informacion de los pacientes con diarrea

La informacion demografica y clinica de los nifios, la modalidad de atencion ante
en cuadro de diarrea y la conducta terapéutica se obtuvo a partir de las fuentes
documentales disponibles (historias clinicas informatizadas del hospital y

registros del Laboratorio de microbiologia del HDBV) (tabla 2.3).

Tabla 2.3: informacion demogréfica y clinica de los pacientes con diarrea

Tipo de informacién Datos recolectados

-Apellido y nombres
Datos demograficos del -Género

paciente -Fecha de nacimiento
-Direccién postal

-NUmero de dias de diarrea del cuadro clinico actual.
-Signos y sintomas: diarrea, vémitos, deshidratacion
y otros diversos sintomas generales descritos en la
historia clinica.

Datos del cuadro clinico

-Emergencias: guardia

Modalidad de atencién . ., . Ly
-Consultorios: atencion en consultorios médicos

-Tratamiento de la diarrea en forma ambulatoria o

Conducta terapéutica . ., . .
con internacién hospitalaria.

2.5.2- Métodos técnicos y operativos para el estudio macroscopico y

microscépico de las heces

2.5.2.1- Diagrama del estudio
Las etapas de procesamiento de las heces para el estudio macroscépico y

microscopico de las heces se indican en la figura 2.3
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Materia fecal

Rotuladoy codificacion interna
de la muestra

L 4
| Aspecto general de las heces |

L L

Aspecto macroscépico: Aspecto microscaépico:
-Forma -Leucocitos
-Consistencia -Hematies

Figura 2.3: algoritmo de procesamiento de las muestras para el estudio

macroscopico y microscépico de las heces. Fuente: elaboracion propia.

2.5.2.2- Técnicas y aspectos operativos

2.5.2.2.1- Aspecto macroscopico: forma y consistencia de las heces.

Las muestras de materia fecal se recolectaron por emision espontanea en un
recipiente estéril de boca ancha y se conservaron a 4°C hasta su procesamiento.
Las heces se clasificaron en forma visual segun la Escala de Bristol (Blake et al,
2016). Dicha escala categoriza las deposiciones en 7 tipos morfoldgicos: los tipos
1y 2 indican heces duras con fragmentos separados, los tipos 3 y 4 son heces
formes y consistentes, los tipos 5 y 6 corresponden a heces blandas con bordes
poco definidos y el tipo 7 indica heces acuosas o liquidas (La Escala de Bristol se

encuentra en Anexo I).

2.5.2.2.2- Aspecto microscopico: presencia fecal de leucocitos y hematies.
Los hematies y leucocitos se detectaron mediante la observacién microscopica
de las heces. Los resultados fueron agrupados en 4 categorias para su estudio
(tabla 2.4)
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Tabla 2.4: categorias de las heces segun presencia de leucocitos y hematies fecales
Categoria Presencia de Leucocitos Presencia de hematies
I NO NO
Il NO SI
I Sl NO
Y Sl SI

2.5.3- Métodos técnicos y operativos para la deteccion de agentes

bacterianos productores de diarrea.

2.5.3.1- Diagramas del estudio

Las etapas de procesamiento de las heces para la deteccion de agentes
bacterianos productores de diarrea mediante cultivo y serologia se indican en la

figura 2.4.

Materia fecal

L

Cultivo y aislamiento bacteriano

r

Tipificacion:
Pruebas Bioquimicas

Pruebas Inmunoldgicas Shigella spp.

3 __| Salmonella enterica
Aislamiento de la cepa Vibrio spp.

Ll Aeromonas spp.

Sensibilidad/Resistencia bacteriana

Figura 2.4: algoritmo de procesamiento de las muestras para la deteccidén de

agentes bacterianos productores de diarrea. Fuente: elaboracion propia.
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2.5.3.2- Técnicas y aspectos operativos

2.5.3.2.1- Aislamiento bacteriano

Las muestras fecales fueron cultivadas en diversos medios de cultivo: Agar
Salmonella- Shigella (Agar SS), Agar Eosina Azul de Metileno (Agar EMB-Levine),
Agar Sangre con ampicilina, Agar MacConkey (Agar MAC), Caldo Selenito, Agar
Tiosulfato-Citrato-Bilis-Sacarosa (Agar TCBS), Agua Peptonada Alcalina, Agar
MacConkey con sorbitol (Agar SMAC) y Agar Cromogénico (Chrom-agar, O157).
Los cultivos sembrados en medio solido fueron incubados en aerobiosis a 37°C
durante 24-48 horas. El tubo con Caldo Selenito sembrado fue incubado en
aerobiosis a 37°C durante 18 horas y cultivado en Agar SS. El tubo con Agua
Peptonada Alcalina sembrada fue incubado en aerobiosis a 37°C durante 8 horas

y luego cultivado en Agar TCBS (Konemann 2008; Lopardo et al, 2016).

2.5.3.2.2- Identificacion bacteriana

Las bacterias enteropatogenas investigadas en esta tesis fueron Escherichia coli
diarreigénicas, Shigella spp., Salmonella enterica, Aeromonas spp. y Vibrio spp. La
caracterizacion fenotipica de cada aislamiento fue realizada segun los algoritmos
vigentes (Murray 2007, Konemann 2008; Lopardo et al, 2016).

Cada aislamiento bacteriano fue tipificado en forma convencional,
mediante pruebas bioquimicas estandarizadas (Konemann 2008) y en forma
automatizada, mediante el sistema VITEK2 (Biomerieux, Francia). Este sistema
utiliza reactivos colorimétricos incluidos dentro de tarjetas individuales. Cada
tarjeta de identificacibn posee 64 pruebas que miden varias actividades
metabolicas como acidificacién, alcalinizacién, hidrolisis enzimaticas y desarrollo
en presencia de sustancias inhibidoras.

A partir de un cultivo bacteriano puro en Agar Tripteina Soya (Agar ATS)
se preparo la suspension bacteriana ajustando la turbiedad a 0,50-0,63 unidades
de la escala de McFarland con el densitdmetro DensiChek™. Posteriormente se
puso en contacto dicha suspension con la tarjeta de reactivos, se coloco en el
sistema VITEK2 para su incubacion, lectura y tipificacibn mediante la

interpretacion de las reacciones metabodlicas bacterianas (figura 2.5y 2.6)
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Identificacion bacteriana y antibiograma

1) Aislar las cepas a tipificar en agar ATS

2) Preparar suspensiones de trabajo

3) Acondicionar los materiales necesarios
para tipificacion bioquimica y antibiograma

Figura 2.5: identificacion bacteriana mediante métodos automatizados. Detalle
de preparacion de suspensiones bacterianas y acondicionamiento de materiales

necesarios para el procedimiento. Fuente: elaboracién propia

3) Retirar las tarjetas del envase y ubicar en la
posicion de incubacion

N

4) Identificar el aislamiento, procesar la
muestra y validar el resultado obtenido

Figura 2.6: identificacion bacteriana mediante métodos automatizados. Detalle
de tarjetas individuales para identificacién y antibiograma automatizado Vitek?2.

Fuente: elaboracion propia
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2.5.3.2.3- Serotipificacion

La serotipificacion clasica se basa en la determinacién de los antigenos O y H. El
antigeno O define los serogrupos de £ coli mientras que la combinacidon
especifica de los antigenos O y H define el serotipo. Una designacion de NM o

H- indica una ausencia del antigeno H y que el aislado no es movil (figura 2.7).

Los aislamientos bacterianos se confirmaron mediante técnicas de aglutinacién
con antisueros para Salmonella(OMA 'y OMB), Shigella spp. (A-D), EPEC (serotipos
0111, 055, 026, 086, 0119, 0127, 0125, 0126, 0128) y £ coli STEC (serotipos O157
y 0104) (Rodriguez-Angeles et al, 2002; Murray 2007; Konemann 2008; Croxen
et al, 2013; Lopardo et al, 2016).

) D
Serotipificacion bacteriana
1 2 3 Posicion 1: aglutinacion negativa (cepa paciente)

Posicion 2: control negativo

Posicion 3: control positivo

Posicion 4: aglutinacion positiva (cepa paciente)

Figura 2.7: identificacion bacteriana mediante métodos inmunolégicos. Fuente:

elaboracién propia

2.5.3.2.4- Susceptibilidad a los agentes antimicrobianos:

La susceptibilidad de las cepas fue evaluada mediante dos métodos:

2.5.3.2.4.1-Microdilucion en caldo

El sistema VITEK2 es una metodologia de analisis automatizado de sensibilidad
antimicrobiana basado en la técnica de concentracion inhibitoria minima (CIM).
Las lecturas y las interpretaciones automatizadas de los halos de inhibicion se
combinan con un programa de computadora para producir valores de CIM y para

detectar perfiles de resistencia poco frecuentes.
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A partir de un cultivo bacteriano puro en Agar Tripteina Soya (Agar ATS)
se prepard la suspension bacteriana, primero ajustando la turbiedad a 0,50-0,63
unidades de la escala de McFarland con el densitometro DensiChek™ y luego,
una segunda dilucion fue realizada. La suspensién se puso en contacto con la
tarjeta de antibiograma, se colocd en el sistema VITEK2 para su incubacion,
lectura e interpretacion del crecimiento bacteriano (figuras 2.5 y 2.6). Los
antimicrobianos seleccionados para el informe final fueron los de uso clinico

habitual en cuadros diarreicos (Famiglietti 2005; CLSI 2015; WHONET 2016).

2.5.3.2.4.2- Antibiograma por difusién

La sensibilidad a Fosfomicina debe estudiarse para los aislamientos de
Shigella spp. mediante el método de difusion en agar (Técnica de Kirby-Bauer)
(CLSI 2015). Brevemente, a partir de un cultivo bacteriano puro se preparo la
suspension bacteriana ajustando la turbiedad a 0,50 unidades de la escala de
McFarland. La suspensién se extendidé en la superficie de una placa de Agar
Mueller-Hinton con hisopo estéril y luego se adiciond el disco de fosfomicina. El
cultivo se incubo en aerobiosis a 37°C durante 18 horas, se midio el diametro de
inhibicidon y el resultado se categorizd en sensible o resistente segun el valor
hallado. (CLSI 2015; WHONET 2016).

2.5.4- Métodos técnicos y operativos. Determinacion de patotipos de

Escherichia coli diarreigénico

2.5.4.1- Diagramas del estudio

Los patotipos de £scherichia colidiarreigénico (DEC) investigados en este estudio
fueron £ coli enteropatogénica (EPEC), £ coli enterotoxigénica (ETEC), £ coli
enteroinvasiva (EIEC), £. coli enteroagregativa (EAEC) y £ coli productora de
Toxina Shiga (STEC).
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El algoritmo de diagnoéstico molecular de las cepas DEC esta constituido
por dos etapas secuenciales: la primera etapa consiste en un tamizaje molecular
para la deteccion de cepas DEC en el cultivo primario y la segunda etapa incluye
la confirmacion molecular, seguido del aislamiento y la identificacion de la cepa

en estudio (figuras 2.8 y 2.9).

Materia fecal

|
v !

Mac Conkey (MAC) Chrom-agar 0157

PCR tamizaje
(mPCR1y mPCR2)

No se aisla cepa DEC

PCR confirmatoria
mPCR1 o mPCR2

—

Aislamiento de la cepa DEC

Figura 2.8: algoritmo general de diagnostico molecular de las cepas DEC. Fuente:

elaboracién propia

La identificacion de los aislamientos DEC se basé en la deteccion
genotipica de ocho factores de virulencia por la técnica de la polimerasa multiple
(mPCR). Los protocolos utilizados han sido previamente validados (Carbonari et
al, 2014). Los genes estudiados fueron: intimina (eae), toxina termolabil (/2),
toxinas termoestables (sth y stp), antigeno plasmidico de invasion H (/pah),

activador transcripcional R (AggR), Toxinas Shiga 1y 2 (stx7 y stx2) y gen
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ribosomal (765). La identificacion de los 5 patotipos DEC se realizd mediante la

amplificacidn uno o varios genes caracteristicos (figura 2.9).

Tamizaje DEC
mPCR1/ mPCR2

A 4 v
Tamizaje mPCR1: Tamizaje mPCR2:
Genes eae-It-stp-sth-16S Genes ipaH-aggR-stx1-stx2-16S
con ADN confluencia - con ADN confluencia

mPCR Positiva
(Se observan bandas de amplificacion)

h 4 v

PCR1 confirmatoria: PCR2 confirmatoria:
Genes eae-It-stp-sth-16S | GenesipaH-aggR-stx1-stx2-16S
con ADN de colonias aisladas con ADN de colonias aisladas
Gen (+) eae It-stp-sth ipaH aggR stx1-stx2
Aislamiento DEC EPEC  ETEC EIEC EAEC STEC

Identificacion del aislamiento por pruebas bioquimicas

Figura 2.9: algoritmo detallado de diagnoéstico molecular de las cepas DEC.

Fuente: elaboracion propia (Malbran 2014).

2.5.4.2- Técnicas y aspectos operativos

2.5.4.2.1- Cultivo bacteriano primario

Cada materia fecal fue sembrada en agar MacConkey (MAC) y en Chrom-agar.
Estos medios de cultivo se utilizan para el crecimiento de bacilos Gram negativos
de facil desarrollo como las especies de la familia Enterobacteriaceae. En

particular, el Chrom-agar es un medio adecuado para la deteccién de £ coliO157.
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La placa sembrada fue incubada en aerobiosis a 35-37°C durante 24 h (Carbonari
et al, 2014; Malbran 2014).

2.5.4.2.2- Extraccion de ADN

2.5.4.2.2.1- Extraccion de ADN de confluencia bacteriana

Una ansada de bacterias, correspondiente a la zona del cultivo confluente,
se sembro en una nueva placa de agar MAC y sin quemar el ansa, el remanente
de bacterias adheridas se resuspendio en un vial con 150 pl de buffer Triton X-
100 al 1% en buffer TE 1X (figura 2.10). La preparacion de los reactivos se detalla
en el Anexo Il. La suspensidn bacteriana se calentd en bafo seco a 100°C durante
15 minutos y se centrifugd a 10.000 rpm durante 10 minutos. El extracto de ADN
presente en el sobrenadante fue conservado a -20°C hasta su utilizacion
(Carbonart et al, 2014; Malbran 2014).

Figura 2.10: extraccion de ADN, detalle de procedimiento de repique y
extraccion de ADN de la zona de confluencia bacteriana. Fuente: elaboracion

propia.
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2.5.4.2.2.2- Extraccion de ADN de colonias bacterianas aisladas

Una colonia aislada fue sembrada en una nueva placa de agar MAC y sin quemar
el ansa, el remanente de bacterias adheridas se resuspendié en un vial con 150
ul de buffer Triton X-100 al 1% en buffer TE 1X (figura 2.11). Este procedimiento
se repitio con 10 colonias aisladas del cultivo original. Las suspensiones
bacterianas se calentaron en bafio seco a 100°C durante 15 minutos y se
centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 minutos. Los cultivos en proceso fueron
conservados en heladera hasta su confirmacién. Los extractos de ADN presentes
en los 10 sobrenadantes fueron conservados a -20°C hasta su utilizacion

(Carbonart et al, 2014; Malbran 2014).

Figura 2.11: detalle de procedimiento de repique y extraccion de ADN de 10

colonias aisladas. Fuente: elaboracién propia.

2.5.4.2.3- Amplificacion de ADN bacteriano mediante PCR
La identificacion de los patotipos DEC fue realizada mediante la amplificacion
molecular de fragmentos de ocho genes de virulencia caracteristicos aplicando
una estrategia diagnostica de dos etapas. La primera consistio en la realizacidn
de dos PCR multiples (mPCR1 y mPCR2) amplificando el ADN gendmico
proveniente de la zona de cultivo confluente (PCR tamizaje) (figura 2.12).

En caso de que se hubiera observado amplificacion en alguno de los genes
DEC con ADN de confluencia, la segunda etapa se baso en la realizacidén de una
PCR multiple (mPCR1 o mPCR?2), utilizando el ADN de diez colonias aisladas (PCR

confirmatorias). St la PCR con ADN confluencia hubiese sido positiva, pero la PCR
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confirmatoria de las 10 colonias seleccionadas no mostrara amplificacién, se
repitid el mismo procedimiento con otras 10 colonias aisladas. La colonia
bacteriana que mostro amplificacion de algun gen DEC fue aislada y caracterizada

por pruebas bioquimicas (VITEK2, Biomerieux) (Malbran 2014).

PCR, corrida electroforética y fotodocumentacion

1) Preparar la mezcla de reacciéon de PCR
(Mix) en flujo laminar

2) Agregar ADN de confluencia
bacteriana o de colonia aislada

3) Realizar la amplificacion con los
programas de ciclado indicados

U

4) Prepara el gel de agarosa y realizar la
electroforesis 90 V, 35 minutos

5) Fotografiar el gel y almacenar las imagenes

Figura 2.12: fotografias del procedimiento de amplificacion. Preparacion de la
mezcla de reacciéon en flujo laminar, adicién de ADN bacteriano, amplificacién
génica, electroforesis en geles de agarosa, visualizacion y fotodocumentacion de

los productos de amplificacion. Fuente: elaboracion propia

NORA MOLINA PAGINA |76



MATERIALES Y METODOS

2.5.4.2.3.1- PCR muiiltiple 1 (mPCR1)
Los 5 genes amplificados en la PCR multiple 1 (mPCR-1) fueron eae [t stp,
sth, 76S. Las concentraciones de los reactivos en la mezcla de reaccion fueron las
siguientes: Buffer PCR 1X, dNTPs0,1 mM, Cl,Mg 1,5 mM, Taq polimerasa 0,03 U/ul,
primers SK1y SK2 0,2 pmol/ul cada uno, primers LT-R y LT-F 0,25 pmol/ul cada
uno, primers STh-f y STh-r 0,2 pmol/ul cada uno, STp-fy STp-r 0,2 pmol/ul cada
uno, primers 16S-f y 16S-r 0,125 pmol/pl cada uno y ADN de confluencia
bacteriana 2 pl. El volumen final de reaccién fue 50 ul. (Carbonari et al, 2014;
Malbran 2014). Las secuencias de los primers y los tamanos de amplificacion de
cada fragmento se indican en la tabla 2.5.

En cada ronda de PCR se utilizaron controles positivos (cepas DEC), control
negativo (muestra sin ADN) y controles de amplificacién de PCR (cepa ATCQ). Las
cepas utilizadas como controles en la mPCR-1 y el protocolo de amplificacidn

aplicado se muestran en las tablas 2.6 y 2.7.

Tabla 2.5: Genes, primers, secuencias y tamafo de los fragmentos amplificados para mPCR-1
Tamafio del
gen Primer Secuencia del primer (5'-3) fragmento de
amplificacion (pb)
SK1 CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC
eae 864
SK2 CCGGATCCGTCTCGCCAGTATTCG
LT-L TCTCTATGTGCATACGGAGC
it 322
LT-R CCATACTGATTGCCGCAAT
STh-f TTCACCTTTCCCTCAGGATG
sth 120
STh-r CTATTCATGCTTTCAGGACCA
STp-f TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG
stp 166
STp-r ACAGGCAGGATTACAACAAAG
165 16S-f AGAAGCACCGGCTAACTC 204
16S-r CGCATTTCACCGCTACAC
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Tabla 2.6: cepas control utilizadas en la PCR multiple 1 (mPCR-1)
E. coli gen Patotipo
2348/69 eae EPEC
KNH-172 it ETEC
stp ETEC
0126-53 sth ETEC
ATCC 25922 sin factores de virulencia 16S Control de amplificacion

Tabla 2.7: Protocolo de amplificacion mPCR-1

Etapa Temperatura Tiempo N° ciclos
Desnaturalizacién 94 °C 5 min 1
Desnaturalizacién 94 °C 30 seg

Pegado de primers (annealing) 56 °C 1 min 30 ciclos
Extension 72 °C 1 min
Extension 72 °C 2 min 1

2.5.4.2.3.2- PCR muiltiple 2 (mPCR2)
Los 5 genes amplificados en la PCR multiple 2 (mPCR-2) fueron ipaH, aggR, stx1,
stx2, 16S.Las concentraciones de los reactivos en la mezcla de reaccion fueron las
siguientes: Buffer PCR 1X, dNTPsO,1 mM, ClbMg 0,75mM, Taq polimerasa 0,03
U/ul, primers IpaH8 y IpaH15 0,25 pmol/pl cada uno, primers aggRks1y aggRkas2
1 pmol/pl cada uno, primers Stx1-F y Stx1-R 1,6 pmol/pl cada uno, Stx2-F y Stx2-
R 0,4 pmol/ul cada uno, primers 16S-f y 16S-r 0,25 pmol/ul cada uno y ADN de
confluencia bacteriana 2 ul. El volumen final de reaccién fue 50 pl. (Carbonari et
al, 2014; Malbran 2014). Las secuencias de los primers y los tamafios de
amplificacién de cada fragmento se indican en la tabla 2.8

En cada ronda de PCR se utilizaron controles positivos (cepas DEC), control

negativo (muestra sin ADN) y controles de amplificacion de PCR (cepa ATCC). Las
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cepas utilizadas como controles en la mPCR-2 y el protocolo de amplificacion

aplicado se muestran en las tablas 2.9y 2.10.

Tabla 2.8: genes, primers, secuencias y tamafio de los fragmentos amplificados para mPCR-2

) Tamafio del fragmento
gen Primer Secuencia del primer (5'-3) o
de amplificaciéon (pb)
ol lpaH8B GTTCCTTGACCGCCTTTCCGA 619
ipa
IpaH15B GCCGGTCAGCCACCCTCTGAG
aggRks1 GTATACACAAAAGAAGGAAGC
aggr 254
aggRkas2 ACAGAATCGTCAGCATCAGC
stx1a GAAGAGTCCGTGGGATTACG
stx71 130
stx1b AGCGATGCAGCTATTAATAA
stx2a TTAACCACACCCCACCGGGCAGT
stx2 346
stx2b GCTCTGGATGCATCTCTGGT
16S-f AGAAGCACCGGCTAACTC
165 204
16S-r CGCATTTCACCGCTACAC

Tabla 2.9: cepas control utilizadas en la PCR multiple 2 (mPCR-2)
E coli gen Patotipo
C-481 ipaH EIEC
17-2 aggr EAEC
110/05 stx1 STEC
st STEC
ATCC 25922 sin factores de virulencia 16S Control de amplificacion

Tabla 2.10: Protocolo de amplificacion mPCR-2

Etapa Temperatura Tiempo N° ciclos
Desnaturalizacién 94 °C 5 min 1
Desnaturalizacién 94 °C 30 seg

Pegado de primers (annealing) 57 °C 1 min 30 ciclos
Extension 72 °C 30 seg

Extension 72 °C 2 min 1
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2.5.4.2.3.3- Deteccidn de los productos de amplificacion

Los productos de amplificacion (amplicones) fueron detectados mediante una
electroforesis en geles de agarosa al 2,5% en buffer TAE 1Xy tefildos con Bromuro
de Etidio (10 mg/ml, Promega). En cada pocillo se sembraron 10 pl del amplicdn
con el buffer de carga. Las condiciones de corrida fueron 90V durante 35 minutos.
La lectura de la PCR se realizé comparando el peso molecular de cada banda de
amplificacién con los controles y el marcador de peso molecular. Los perfiles de
bandas obtenidos fueron documentados utilizando el sistema de adquisicion de
imagenes y el software correspondiente (Carbonari et al, 2014; Malbran 2014). La

preparacion de reactivos se detalla en el Anexo Il.

2.5.4.2.3.4- Conservacion de las cepas bacterianas

2.5.4.2.3.4.1- Conservacion de cepas en ultra frio (-70°C)

Las cepas patdgenas aisladas en este trabajo de tesis y las cepas control fueron
mantenidas a largo plazo mediante ultracongelacion. La cepa se cultivo en 10 ml
de Caldo Tripteina Soya (CTS) a 37°C durante 6 h. El caldo se fraccion6 en 10
crioviales y a cada uno se le adicion6 400 pl de glicerol, se homogeneizaron y
conservaron a -70°C. Cada criovial se utilizé6 un maximo de tres veces (Malbran

2014).

2.5.4.2.3.4.2- Conservacion de cepas en frio (4°C)

La cepa se cultivo en Caldo Tripteina Soya (CTS) a 37°Cdurante 6 h y se repico en
7 viales (1 vial de trabajo y 6 de reserva) con agar blando estéril (caldo CTS y agar-
agar 0,8%). Los viales sembrados fueron incubados a 37°C durante 18 h y

conservados a 4°C (Malbran 2014).
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2.5.5- Métodos técnicos y operativos. Deteccion de antigenos virales.

2.5.5.1- Diagrama de estudio
Las etapas de procesamiento de las heces para la deteccién de agentes virales

productores de diarrea se indican en la figura 2.13.

Muestras fecales

b 4
Deteccidn de Antigenos virales

!

Rotavirus Adenovirus

Figura 2.13: algoritmo de identificacion de virus entéricos. Fuente: elaboracion

propia.

2.5.5.2- Técnicas y aspectos operativos. Deteccion de antigenos virales.

Rotavirus y Adenovirus se identificaron mediante un método inmunolégico
(QuickStripe© Adeno/Rota, Savyon Biodiagnostics) que consiste en un
inmunoensayo cromatografico cualitativo para la deteccion simultdnea de
antigenos de ambos virus en heces. Durante el desarrollo de la prueba, la muestra
reacciona con los conjugados coloreados (anticuerpos monoclonales anti-
rotavirus y anticuerpos monoclonales anti-adenovirus) previamente secados en
la tira reactiva permitiendo que este complejo antigeno-anticuerpo avance por
capilaridad a través de la membrana de la prueba. Los anticuerpos especificos
presentes en la membrana capturaran las particulas coloreadas con antigenos
(figura 2.14) Independientemente de que haya presencia o no de Rotavirus y/o
Adenovirus, la mezcla de conjugado avanza por la membrana hasta la region de
control siempre aparecera una linea de control de reaccion (control interno de

los reactivos).
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Figura 2.14: equipo diagnostico para la deteccion de antigenos virales en heces

mediante inmunocromatografia. Fuente: elaboracion propia.

2.5.6- Métodos técnicos y operativos. Deteccion de parasitos intestinales

2.5.6.1 Diagrama de estudio de los protozoos y helmintos intestinales

Las etapas de procesamiento de las heces para la deteccion de agentes

parasitarios indican en las figuras 2.15y 2.16.

Materia fecal

Giardia intestinalis
Cryptosporidium sp.

1 Cyclospora cayetanensis
Blastocystis spp.
Microsporidios

Técnicas de concentracion

!

!

Flotacion
Sedimentacidn

Coloraciones permanentes

l

Observacion al microscopio

Figura 2.15: algoritmo de procesamiento de las muestras para la deteccién de

protozoos intestinales. Fuente: elaboracion propia.
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Materia fecal

Ascaris lumbricoides
¥ Trichuris trichiura
Helmintos ]_ Uncinarias

| Strongyloides stercoralis

.], Taenia spp.

Técnicas de concentracion Hymenolepis spp.
b !
Flotacién Cultivo de larvas

Sedimentacion

)

Observacién al
microscopio

Figura 2.16: algoritmo de procesamiento de las muestras para la deteccién de

helmintos intestinales. Fuente: elaboracion propia.

2.5.6.2- Técnicas y aspectos operativos para la deteccion de los parasitos
La deteccion de los elementos parasitarios (protozoos y helmintos) fue realizada

mediante diversas técnicas.
2.5.6.2.1- Deteccion de elementos parasitarios

2.5.6.2.1.1- Concentracion por flotacién

La Técnica de Willis se fundamenta en la utilizacion de una solucion de alta
densidad en la cual flotan los elementos parasitarios. Una porcién de materia
fecal fue homogeneizada con un volumen de solucion saturada de NaCl

(densidad entre 1,20 y 1,25), se dejo decantar la suspension durante 15 minutos,
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se tomd una alicuota de la superficie y se observo al microscopio con objetivos

de 10X y 40X (figura 2.17) (Feldman y Guardis, 1990; Konemann 2008).

2.5.6.2.1.2- Concentracion por sedimentacion

Las técnicas de Telemann y Agua-éter se basan en la utilizacion de soluciones de
baja densidad en la cual los elementos parasitarios sedimentan al fondo del tubo.
Una porcidn de materia fecal fue filtrada y homogeneizada con 10 ml de solucién
de baja densidad, luego se agregd 1 ml de éter etilico, se agitd vigorosamente y
se centrifugd 10 minutos a 2000 rpm. El sobrenadante fue descartado y el
sedimento se observd al microscopio con objetivos de 10X y 40X (figura 2.16)
(Feldman y Guardis, 1990; Konemann 2008).

Meétodos de Flotacion
y Sedimentacion

Figura 2.17: procesamiento de muestras fecales por flotacion y sedimentacion.

Fuente: elaboracion propia

2.5.6.2.1.3- Coloraciones permanentes.
La preparacién de los reactivos y el detalle de los procedimientos de coloracion

se encuentran en el Anexo lll.
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2.5.6.2.1.3.1- Coloracién: Ziehl Neelsen modificado

Brevemente, el extendido fecal se secé al aire, se cubrié con Carbolfucsina, se
calento hasta la emision de vapores blancos y se lavo con agua. La decoloracidon
se realiz6 con acido sulfurico y luego se colored con azul de metileno. El frotis se

enjuago y observo al microscopio (Feldman y Guardis, 1990).

2.5.6.2.1.3.2- Coloracion Safranina-Azul de Metileno

Brevemente, el extendido fecal se secd al aire, se fijo con una solucién de alcohol
acido, se cubri¢ con safranina, se calenté hasta la emision de vapores blancos, se
lavd con agua y se colored con azul de metileno. El frotis se enjuago y observo al

microscopio (Feldman y Guardis, 1990).

2.5.6.2.1.3.3- Coloracion Tricromica de Ryan

Brevemente, el extendido fecal se seco al aire y se fijé6 con metanol absoluto. El
frotis se cubrio con la solucion Tricrémica durante 90 minutos, se decolord con
alcohol-acido y luego se sumergio varias veces en mezclas de alcohol-agua. El

frotis se enjuago y observo al microscopio (Feldman y Guardis, 1990).

2.5.6.2.1.3.4- Coloracion Quick Hot Gram-cromotrépica

Esta coloracion combina la Tincion de Gram con la Coloracion Tricromica en
caliente. Brevemente, el extendido fecal se seco al aire y se fijé con calor. El frotis
se cubrio con Violeta de Genciana y después con Lugol, se decolord con alcohol
y por ultimo, se sumergio en la solucion Tricrémica caliente seguido de varios
lavados en etanol. El frotis se enjuagd y observéd al microscopio (Feldman y
Guardis, 1990).

2.5.6.2.2- Deteccion de larvas parasitarias

Una pequefa porcion de heces frescas fue incubada en una placa de agar
tripticasa soya. La muestra fue incubada durante 6 dias a temperatura ambiente,
luego de la incubacidn, la placa se cubrié con formol 10% y el liquido recolectado

fue centrifugado 10 minutos a 2.000 rpm. El sobrenadante fue descartado y el

NORA MOLINA PAGINA |85



MATERIALES Y METODOS

sedimento se observo al microscopio con objetivos de 10X y 40X (figura 2.17)
(Hernandez et al, 2001; Campo et al, 2014; Khanna et al, 2015).

Figura 2.18: detalle de cultivo de larvas parasitarias en Agar Tripteina Soya (ATS).

Fuente: elaboracion propia

2.6- Organizacion y validacion de la informacion

Los resultados del estudio fueron cargados en una planilla de calculo (Microsoft
Office, Excel®, Microsoft Corporation). Los resultados obtenidos de fuentes
primarias fueron datos generados por mediciones biofisioldgicas incluyendo los
analisis de laboratorio y las pruebas moleculares. Los resultados obtenidos de
fuentes secundarias fueron informacién recopilada de la historia clinica
informatizada. Los resultados obtenidos por calculo matematico fueron edad (a
partir de la fecha de nacimiento), estacion del afio (a partir de la fecha del
estudio), georreferenciacion de la vivienda de los participantes del estudio (a

partir de la direccidon postal).

La validacion de la informacion cargada en la planilla electronica se realizod
mediante la revision minuciosa y detallada de todos los resultados volcados a la
base. En esta etapa, los datos recopilados fueron depurados mediante la
evaluacion de las inconsistencias en la informacion (palabras mal escritas,

direcciones incompletas, resultados ausentes).
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La confidencialidad de la informacién personal de cada participante fue
resguardada cuidadosamente mediante la asignacién de un nimero consecutivo
interno que identifica al paciente sin mostrar la informacion sensible. Esta
identificacidon numérica se utilizé en toda la investigacién con el fin de proteger
los datos del paciente y asegurar la trazabilidad de la informacion obtenida en

este estudio.

2.7- Diseio y armado de los mapas digitales

2.7.1- Mapas de los casos de diarrea

El primer paso para el armado de mapas fue la georreferenciacién espacial de la
vivienda de cada nifio con diarrea usando un archivo shape (shapefile de punto),
de modo que a cada individuo se le asignaron coordenadas de latitud y longitud

para su posterior analisis e investigacion (Cromley y McLafferty 2012).

Los datos geograficos de la hoja de calculo se importaron al software
Quantum GIS (QGIS, version 2.18.12). Este programa constituye un Sistema de
Informacién Geografica (SIG) libre y de codigo abierto distribuido por GNU
(sistema operativo de software libre) patrocinado por el Chief Directorate: Spatial
Planning & Information, Department of Land Affairs (DLA), Eastern Cape, en
conjunto la Unidad de Gestion de Informacion Espacial, Oficina del Premier,

Eastern Cape, Sudafrica (https://www.qgis.org/es/site/).

Los archivos shape fueron volcados sobre un mapa de coordenadas
proyectadas WGS 84- Pseudo Mercator (EPSG: 3857), utilizando como mapa base

el provisto por Google Street Maps (https://maps.google.com.ar/). Los mapas

tematicos finales se obtuvieron aplicando diversos criterios de seleccion de la
informacioén mediante la union de dos conjuntos de datos distintas: la tabla base

y las tablas de resultados obtenidos en el estudio.
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2.7.2- Mapas de calor de los casos de diarrea

La estimacién de la Densidad del nucleo o Estimador de densidad Kernel (KDE)
es una herramienta de aplicacién geoespacial basada en la funcidon de nucleo.
Esta técnica permite estimar de forma no parameétrica, la funcion de densidad de
probabilidad de una variable aleatoria (Cromley y McLafferty 2012). Mediante la
combinacion de KDE y QGIS se obtuvo un grafico que muestra la intensidad de
los eventos estudiados sobre una superficie (dos dimensiones). Esta técnica se
utilizé como analisis exploratorio para identificar posibles puntos calientes o
puntos de alta concentracion de casos o eventos (hotspots) en un area geografica
determinada.

En esta etapa, KDE se utilizd para visualizar la distribucién espacial de los
casos de diarrea en la ciudad de Tandil durante el periodo de estudio. Para el
disefio de los mapas de densidad de nucleo o de calor, se aplicd una funcién
gaussiana como estimador de densidad y los resultados se introdujeron en una
cuadricula espacial (ancho de banda) de 500 x 500 m de resolucion (Cromley y
McLafferty 2012). Los mapas tematicos finales se obtuvieron aplicando diversos
criterios de seleccion de la informacion mediante la unién de dos conjuntos de

datos distintas: la tabla base y las tablas de resultados obtenidos en el estudio.

2.8- Técnicas de carga y analisis estadistico de los resultados

2.8.1- Instrumentos para la carga y analisis de los datos
La carga y analisis de los datos se realizd mediante la utilizacion de planillas

electrénicas Microsoft Excel® y de Infostat (version libre, 2018).

2.8.2- Técnicas estadisticas de analisis de los datos

Las técnicas estadisticas de analisis de datos fueron técnicas descriptivas, de
verificacidon de diferencias (Test de Chi cuadrado), con un nivel de confianza de
95%. La descripcion cuantitativa de los datos demograficos fue realizada

utilizando medidas de resumen como media y porcentajes. La investigacion de
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los predictores para la deteccién de patdégenos se realizo comparando las
caracteristicas clinicas de los pacientes con presencia y ausencia de patdégenos
en las heces. Las variables continuas fueron analizadas con T-test para muestras
independientes y expresadas como el valor medio + el desvio estandar. Las
variables categoricas fueron evaluadas mediante la prueba exacta de Fisher o de
Chi cuadrado. Los factores asociados a los casos positivos (patogenos en heces)
fueron analizados usando el analisis de regresiéon logistica multivariado. Para el
analisis multivariado, se seleccionaron las variables significativas halladas en el
analisis univariado. Un valor de probabilidad p<0,05 fue considerado

estadisticamente significativo.
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3. Resultados

3.1.1- Perfil demografico de los nifios con diarrea

El grupo de estudio quedo constituido por 227 nifios con diarrea. La edad
promedio fue 3 afos y 5 meses, con un leve predominio del género masculino
(54%).

Los nifios fueron categorizados en grupos etarios: lactantes menores
(menores de 12 meses), lactantes mayores (13 a 24 meses), preescolares (2 a 5
ahos), escolares (6 a 11 afos) y adolescentes (mayores de 11 afios) (Nelson, 2013).
La contribucidn porcentual de cada grupo etario al total de los casos estudiados
fue la siguiente: lactantes menores (20%), lactantes mayores (30%), preescolares
(31%), escolares (14%) y adolescentes (5%). La poblacién infantil menor de 5 afios
represento el 81% de los casos totales de diarrea estudiados en el periodo (figura
3.1)

Adolescentes

Escolares

Preescolares

Lactantes mayores

Lactantes menores

0 5 10 15 20 25 30 35 40

® Masculino ™ Femenino

Figura 3.1: perfil demografico de los niflos con diarrea. NUmero de nifios con
diarrea estudiados segun grupo etario. Tandil, 2016-2017. Fuente: elaboracién

propia.
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3.1.2- Perfil clinico de los ninos con diarrea

De acuerdo a su perfil clinico, los niflos con diarrea fueron categorizados
en: cuadros agudos si la duracion temporal era menor a 7 dias, cuadros
prolongados, si la diarrea continuaba entre 7 y 13 dias, y cuadros persistentes si
la duracion era mayor a 13 dias (Shane et al, 2017; Gonzalez Corona et al, 2017).
La mayor frecuencia de casos estuvo representada por la diarrea aguda, mientras

que las otras categorias se observaron en menor proporcién (tabla 3.1, figura 3.2).

Tabla 3.1: Distribucién de los nifios segun duracidn temporal de la diarrea. Tandil. 2016-2017

Tipos de Diarrea Frecuencia
n %
Aguda 180 79
Prolongada 31 14
Persistente 16 7
TOTAL 227 100

60
¥ casos agudos
50 -

casos prolongados

N¢ de casos

40 -

B casos persistentes

30

20 -

10

0 B bk w u m. 8 o

menor 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
del

edad (afios)

Figura 3.2: nUmero de casos de diarrea segun edad y duracién temporal del

cuadro. Tandil 2016-2017. Fuente: elaboracion propia.
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Los cuadros agudos fueron prevalentes en todos los grupos etarios (72%
a 91%). Los cuadros prolongados presentaron frecuencias menores a 24% y los

persistentes variaron entre 4 y 17% (figura 3.3).

. Lactantes mencres
. Lactantes mayores
D Preescolarss

. Escalares

D Adolescentes

prolongaca]

persistente =]

Tipo de Diarreas

aguda—]

T T T T T
0,0% 20,0% 40,0% 0,0% BO,0% 100,0%

Recuento

Figura 3.3: frecuencia de casos segun tipo de diarrea y grupo etario. Tandil, 2016-

2017. Fuente: elaboracion propia.

El promedio global de dias de diarrea en los 227 nifos fue 4,6 + 3,5 dias.
Este resultado presentd variaciones segun el grupo etario y la estacion del aio,
alcanzando los valores mas elevados en lactantes mayores y en verano (tabla 3.2,

figuras 3.4y 3.5).
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Tandil. 2016-2017

Tabla 3.2: Duracién temporal del cuadro diarreico de 227 nifios segun tipo de diarrea.

Tipo de Diarrea

X F S?(dias)

[LI; LS] 95%P (dias)

Aguda
Prolongada

Persistente

3512
84+ 1,5
156+ 19

34,37
79,90
14,5; 16,6

3- X: promedio, S:desvio estandar

b- LI: limite inferior, LS: limite superior

25,0

Duracién de las Diarreas (N°® de Dias)

07

o

B

=]
i

15,0

10,0

"
=]
1

Edad de los nifios (Afios)

136
*
135

2 2914 119 188 225

* o 149 * o

! 126 89 - 217

189
o
T T T T T
<1 1-2 35 611 "

Figura 3.4: diagrama de cajas y bigotes (box-plo?) sobre la duracién de la diarrea

segun edad de los nifios. Tandil, 2016-2017. Fuente: elaboracion propia.
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Figura 3.5: diagrama de cajas y bigotes (box-plo?) sobre la duracion de la diarrea

segun estacion del afo. Tandil, 2016-2017. Fuente: elaboracion propia.
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En el periodo de estudio se registraron 1.149 dias con diarrea. Los nifios

con cuadros agudos, prolongados y persistentes contribuyeron con el 55%, 23%

y 22% de los dias totales con diarrea, respectivamente (figura 3.6)

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

Diarrea persistente

—mDiarrea prolongada

m Diarrea aguda

Nifios con diarrea Dias totales con diarrea

Figura 3.6: nUmero de dias con diarrea y contribucién porcentual al total de dias

con diarrea para los cuadros agudos, prolongados y persistentes. Tandil, 2016-

2017. Fuente: elaboracion propia.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes en los nifos con diarrea fueron

vomitos (n=87; 38%) y deshidrataciéon (n=34; 15%). Los signos y sintomas

restantes como anorexia, pujo, tenesmo, dolor abdominal y otros asociados al

cuadro que motivo la consulta médica fueron reportados en muy baja proporcidn

y se incluyeron en una Unica categoria (otros) (figura 3.7).

La presencia de diarrea, vomitos y deshidratacion fue observada con

mayor frecuencia en los casos de DAG, sin embargo, esta diferencia no fue

significativa (p=0,770).
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Figura 3.7: manifestaciones clinicas de los niflos con diarrea segun el grupo

etario y el tipo de diarrea. Tandil. 2016-2017. Fuente: elaboracion propia

3.2- Estudio macroscépico y microscopico de las heces

3.2.1- Aspecto macroscopico: forma y consistencia de las heces

Las heces de los nifios con diarrea fueron categorizadas segun forma y
consistencia utilizando la Escala de Bristol. Las heces diarreicas (categorias 6:
heces pastosas y categoria 7: heces liquidas) fueron las presentaciones mas
frecuentes (82%), mientras que las categorias 1 y 2 (heces duras) no fueron
observadas.

Las heces formes (categorias 4 y 5) se observaron en todos los tipos de
diarrea. Cuatro muestras fecales de nifios con diarrea aguda presentaron muy

escaso volumen y no pudieron ser valoradas.

Los cuadros agudos y prolongados presentaron una mayor frecuencia de
heces liquidas mientras que, los persistentes mostraron un predominio de heces

pastosas, sin embargo, dicha diferencia no fue significativa (p=0,240) (figura 3.8)
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Figura 3.8: proporcion de niflos con cada tipo de diarrea segun las categorias de

la Escala de Bristol: heces formes (3 y 4), heces pastosas (5 y 6), heces liquidas (7).

Tandil, 2016-2017. Fuente: elaboracion propia.

3.2.2- Aspecto microscopico: presencia de leucocitos y hematies fecales

Las heces de los 227 nifios fueron categorizadas en 4 grupos (I, II, [l y IV)

segun la presencia de leucocitos y/o hematies fecales. La categoria | (ausencia de

ambos elementos) representd el 75% de todos los casos de diarrea (tabla 3.3 y

grafico 3.9).

Tabla 3.3: Caracteristicas de las heces de nifios con diarrea segun la presencia de
leucocitos y hematies fecales. Tandil. 2016-2017
F .
Grupo Leucocitos Hematies reciencia
n %
I No No 171 75
| No St 18 8
1} St No 6 3
v St Si 32 74
Total 227 100
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Figura 3.9: frecuencia de nifios con cada tipo de diarrea segun la presencia de
leucocitos y/o hematies en las heces. Tandil, 2016-2017. Fuente: elaboracién

propia.

3.2.3- Patégenos bacterianos

3.2.3.1- Caracterizacion fenotipica de bacterias patégenas

Los patogenos hallados mediante cultivo (coprocultivo) fueron £ coli
diarreigénica, S. entericay Shigella spp. No se detectaron nifos con Aeromonas
spp. o Vibrio spp. El rendimiento del coprocultivo fue 33,5% (76/227) (tabla 3.4,
figuras 3.10, 3.11y 3.12).

Tabla 3.4: frecuencia de bacterias enteropatdgenas identificadas mediante cultivo y serologta.
Nifios con diarrea. Tandil. 2016-2017.
Bacterias enteropatdgenas frecuencia
n %
L. . Enteropatdgena (EPEC) 58 76
Escherichia coli E colio157 5 3
Salmonella enterica (OMA) 5 7
enterica (OMB) 1 7
Shigella ﬂexner'i 9 72
sonnei 1 7
TOTAL 76 700
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Figura 3.10: fotografia de cultivos bacterianos de Shigella spp. y S. enterica
provenientes de nifios con diarrea. lzquierda: Agar MacConkey. Derecha: Agar

Tripteina Soya. Tandil, 2016-2017. Fuente: elaboracion propia.

Figura 3.11: fotografia de cultivos bacterianos de £ coli provenientes de nifios
con diarrea. lzquierda: Agar MacConkey. Derecha: Agar cromogénico. Tandil,

2016-2017. Fuente: elaboracion propia.

Figura 3.12: prueba inmunoldgica para identificacion de Shigella spp. En la
fotografla se observa aglutinacion positiva con antisuero para S. flexneri
proveniente de cultivo de un nifo con diarrea. Tandil, 2016-2017. Fuente:

elaboracion propia.

NORA MOLINA PAGINA |98



RESULTADOS

3.2.3.2- Perfiles de resistencia bacteriana a los antimicrobianos de

utilizacion clinica

En el periodo de estudio se hallaron 10/227 (4,4%) nifios infectados con
Shigella spp. Las especies detectadas fueron S. flexneri (90%) y S. sonnei (10%).
Los perfiles de resistencia antimicrobiana fueron diversos. El 60% de los
aislamientos de Shigella spp. mostré resistencia a los betalactamicos.

Las betalactamasas de espectro extendido (BLEE) produjeron resistencia a
todas las penicilinas, cefalosporinas y aztreonam. La presencia del fenotipo BLEE
fue detectada mediante Cefpodoxima (CPD) y se observd en 20% de los
aislamientos. Los perfiles de resistencia de las especies de Shigella a los

antimicrobianos se presentan en la tabla 3.5.

Tabla 3.5: Perfil de resistencia a los antimicrobianos en aislamientos de Shigella spp.
provenientes de nifios con diarrea. Tandil. 2016-2017

N° de aislamientos de Shigella (n)
Perfiles de resistencia ) ]
S. flexneri S. sonnei Total

Sensible a todos los antimicrobianos ensayados 2 0 2
AMP 5 0 5
AMS 1 0 1
AMP/TMS 0 1 1
CIP/NAL 1 0 1

Total 9 1 10

AMP: ampicilina; AMS: ampicilina-sulbactam, TMS: trimetoprima-sulfametoxazol CIP:
ciprofloxacina, NAL: acido nalidixico; FOS: fosfomicina; CRO: ceftriaxona

3.2.3.4- Caracterizacion genotipica de £scherichia coli diarreigénico

3.2.3.4.1- Cultivo y extracciéon de ADN

Las muestras de materia fecal presentaron un crecimiento bacteriano
adecuado en los medios de cultivo MacConkey y Chrom-Agar, permitiendo la
realizacién de los métodos moleculares. Los cultivos bacterianos de heces, tanto
primarios como secundarios y la morfologia de las colonias bacterianas

observadas en dichos cultivos se presentan en las figuras 3.13, 3.14, 3.15 y 3.16.
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Agar MacConkey

Figura 3.13: fotografias del cultivo bacteriano primario obtenido de un nifio con
diarrea. Izquierda: Agar MacConkey. Derecha: Chrom-Agar. Tandil, 2016-2017.

Fuente: elaboracion propia.

Figura 3.14: fotografias de cultivos bacterianos en Agar MacConkey obtenidos
de un nifo con diarrea. lzquierda: detalle de cultivo primario. Derecha: detalle
de cultivo secundario donde se observan las diez colonias aisladas. Tandil, 2016-

2017. Fuente: elaboracion propia.
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Figura 3.15: fotografias de cultivos de heces en Agar MacConkey y Chrom-Agar
obtenidas de nifos con diarrea. Detalle de la morfologia de las distintas colonias
bacterianas provenientes del cultivo primario. Tandil, 2016-2017. Fuente:

elaboracién propia.

Figura 3.16: fotograflas de los cultivos bacterianos en agar MacConkey
obtenidos de nifos con diarrea. Izquierda: detalle del cultivo primario para la
obtencion ADN de confluencia bacteriana. Derecha: detalle del cultivo
secundario para la obtencion ADN de diez colonias aisladas. Tandil, 2016-2017.

Fuente: elaboracion propia.
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3.2.3.4.2-Amplificacion de genes de virulencia de cepas control de £ coli

La puesta a punto de la metodologia de PCR permiti6 la amplificacion de

todos los genes de virulencia de las cepas control (figura 3.17).

Figura 3.17: fotografla de los productos de amplificacién de factores de
virulencia de £scherichia colien gel de agarosa con cepas control (£. coli2348/69,
E. coliKNH-172, E. coli0126-53, E. coli C-481, E. coli17-2, E. coli110/05y E. coli
ATCC 25922). Izquierda: PCR multiple 1, mPCR1. Linea 1: control negativo (765,
204 pb), linea 2: gen intimina (eae 864 pb), linea 3: genes de toxina termolabil (/
322 pb) y termoestables (stp, 166 pb), linea 4: gen toxina termoestable (sth, 120
pb), linea 5: cepa ATCC 95922 (765, 204 pb). Derecha: PCR multiple 2, mPCR2.
Linea 1: control negativo (765, 204 pb), linea 2: gen Antigeno plasmidico de
invasion H (/paH, 619 pb), linea 3: gen Activador transcripcional R (AggR, 254 pb),
linea 4: genes de las toxinas Shiga 1 (stx1, 130 pb) y Shiga 2 (stx2, 346 pb), linea
5: cepa ATCC 95922 (765, 204 pb). Fuente: elaboracion propia.
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3.2.3.4.3- Amplificacién de genes de virulencia de aislamientos clinicos de

E. coli diarreigénico

La estrategia de amplificacion aplicada demostro la presencia de seis
genes de virulencia. Los factores hallados fueron intimina, antigeno plasmidico
de invasidn H, activador transcripcional R y tres exotoxinas (/£ stpy stx2). Dos

toxinas bacterianas (stpy stx7) no fueron detectadas. (Tabla 3.6 y figura 3.18).

Tabla 3.6: Factores de virulencia bacterianos investigados por métodos
moleculares en las heces de nifios con diarrea. Tandil. 2016-2017.
Gen Factores de virulencia r:‘recuenaa %
eae Intimina 7 21
it Toxina termolabil 5 75
stp Toxina termoestable 1 3
sth Toxina termoestable - 0
lpaH Antigeno plasmidico de invasion H 6 18
AggR Activador transcripcional R 12 35
stx1 Toxinas Shiga 1 0 0
stx2 Toxinas Shiga 2 3 8
TOTAL 34 100

(-): No detectado

El 82% de los genes de virulencia (n=28) pertenecieron a 25 aislamientos
de £ coli diarreigénica, mientras que todos los aislamientos con {paH positivo

(18%) correspondieron al género Shigella spp.
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Figura 3.18: fotografia de los productos de amplificacion de los factores de

virulencia de Escherichia coli Intimina: lineas 1, 7, 13, 14 y 15. Toxina termolabil:

2,9, 16. Antigeno plasmidico de invasion: linea 4. Toxina Shiga 2: linea 6. Toxinas

shiga 1y 2: linea 8. Toxina termoestable: linea 2. Activador transcripcional: lineas

5,12y 17. Lineas 1 a 17: gen 16S, control de amplificacion.
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3.2.3.4.4- Deteccion de los patotipos diarreigénicos de Escherichia coli
mediante tamizaje molecular
Los métodos moleculares de tamizaje permitieron detectar los diferentes

genes de virulencia en las heces de los pacientes con diarrea (figura 3.19).
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Figura 3.19: fotografia de los productos de amplificacién de los factores de
virulencia de £scherichia coli diarreigénica mediante dos PCR multiples. Arriba:

PCR tamizaje, mPCR1. Lineas 1 a 16 corresponden a ADN de confluencia

bacteriana de 16 pacientes distintos. Linea 6: gen stp positivo, lineas 1Ta5y 7 a
16: sin amplificacion, linea 17: cepa control del gen intimina (eae 864 pb), linea
18: cepa control de genes de toxina termolabil (/£ 322 pb) y termoestable (stp,
166 pb), linea 19: cepa control del gen toxina termoestable (sth, 120 pb), linea 20:
cepa control ATCC 95922 (765, 204 pb). Nifios con diarrea. Tandil, 2016-2017.

Fuente: elaboracion propia. Abajo: PCR tamizaje, mPCR2. Lineas 1 a 16

corresponden a ADN de confluencia bacteriana de 16 pacientes distintos. Linea
2: gen (paH positivo, linea 12: stx2 positivo, lineas 13y 15 gen aggR positivo, linea
1, 3 a 12, 14, 16: sin amplificacién, linea 17: cepa control del gen Antigeno
plasmidico de invasién H (/jpaH, 619 pb), linea 18: cepa control del gen Activador

transcripcional R (AggR, 254 pb), linea 19: cepa control de genes de las toxina
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Shiga 1 (stx7, 130 pb) y toxina shiga 2 (stx2, 346 pb), linea 20: cepa control ATCC
95922 (765, 204 pb). Nifos con diarrea. Tandil, 2016-2017. Fuente: elaboracién

propia.

3.2.3.4.5- Deteccion de los patotipos diarreigénicos de Escherichia coli

mediante PCR confirmatoria.

La PCR confirmatoria y la caracterizacion fenotipica de la colonia aislada
permitieron identificar los aislamientos bacterianos de £. colidiarreigénica (figura
3.20y 3.21).

AggR AgaR AggR  AggR AggR AggR AggR AggR  AggR

Figura 3.20: fotografia de los productos de amplificacién de los factores de
virulencia de £scherichia coli (mPCR2). Lineas 1 a 18 corresponden a ADN de
colonias aisladas. Linea 1 a 3: sin amplificacion, lineas 4: gen AggR positivo, lineas
5 a 7: sin amplificacién, linea 8: gen aggR positivo, linea 9 a 12: sin amplificacion,
lineas 13 a 18: gen AggR positivo, linea 19: cepa control del gen Activador
transcripcional R (AggR, 254 pb), linea 20: cepa control ATCC 95922 (765, 204 pb).

Nifos con diarrea. Tandil, 2016-2017. Fuente: elaboracién propia.
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Figura 3.21: obtencion de cepa de £ colienteroagregativa (EAEC) mediante PCR,
aislamiento y crioconservacion bacteriana. Arriba: gel de agarosa de PCR
confirmatoria (mPCR2). Lineas 4 y 8: gen aggR positivo proveniente de un nifio
con diarrea, linea 13: control positivo. Abajo: detalle del aislamiento y

crioconservacion de la cepa EAEC hallada.

3.2.3.4.6-Caracterizacion de los aislamientos de £. coli diarreigénicos
El patotipo diarreigénico mas frecuente en los nifios con diarrea fue £ coli

enteroagregativa (48%), mientras que £. colienteroinvasiva no fue hallada en este
estudio (tabla 3.7 y figuras 3.22, 3.23, 3.24 y 3.25).
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Tabla 3.7: frecuencia de patotipos de £scherichia coli diarreigénicos identificados por PCR, en
nifos con diarrea. Tandil. 2016-2017.

Frecuencia de
Patotipo Genes patotipos

detectados

n %
Escherichia coli enteroagregativa EAEC aggR 12 48
Escherichia coli enterotoxigénica ETEC it 5 20
Escherichia coli enteropatdgenica EPEC eae 4 16
Escherichia coli productora de toxina shiga STEC eae+stx2 3 12
Escherichia coli enterotoxigénica ETEC stp 1 4
TOTAL 25 700

Figura 3.22: fotografia de los productos de amplificacién de los factores de
virulencia de EPEC (mPCR1). Lineas 1y 2: pacientes con EPEC (gen eae positivo),
linea 3: cepa control del gen intimina (eae 864 pb), linea 4: cepa control de genes
de toxina termolabil (/£ 322 pb) y termoestable (stp, 166 pb), linea 5: cepa control
del gen Activador transcripcional R (AggR, 254 pb). Nifos con diarrea. Tandil,
2016-2017. Fuente: elaboracién propia.
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Figura 3.23: fotografia de los productos de amplificacién de los factores de
virulencia de ETEC (mPCRT1). Lineas 1y 4: pacientes con ETEC-LT (gen /¢ positivo),
lineas 2 y 3: sin amplificacién, linea 7: cepa control de genes de toxina termolabil
(lt 322 pb) y termoestable (stp, 166 pb), linea 8: cepa control del gen toxina
termoestable (sth, 120 pb), linea 9: cepa control ATCC 95922 (765, 204 pb).
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Figura 3.24: fotografia de los productos de amplificacién de los factores de
virulencia de ETEC (mPCR1). Linea 1: pacientes con ETEC-STP (gen stp positivo),
linea 2: sin amplificacion, linea 3: paciente con gen eae positivo, lineas 4 a 9: sin
amplificacién, linea 10: cepa control de genes de toxina termolabil (/£ 322 pb) y
termoestable (stp, 166 pb), linea 11: cepa control del gen toxina termoestable
(sth, 120 pb), linea 12: cepa control ATCC 95922 (765, 204 pb). Nifios con diarrea.
Tandil, 2016-2017. Fuente: elaboracion propia.
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Figura 3.25: fotografia de los productos de amplificacién de los factores de
virulencia de EAEC (mPCR2). Lineas 1 a 11 corresponden a ADN confluencia
bacteriano de 11 pacientes distintos. Linea 1 a 8: sin amplificacién, linea 9:
paciente con EAEC (gen aggR positivo), lineas 10y 11: sin amplificacion, linea 12:
cepa control del gen Antigeno plasmidico de invasion H (/paH, 619 pb), linea 13:
cepa control del gen Activador transcripcional R (AggR, 254 pb), linea 14: cepa
control de genes de las toxina Shiga 1 (stx1, 130 pb) y toxina shiga 2 (stx2, 346
pb), linea 15: cepa control ATCC 95922 (765, 204 pb). Fuente: elaboracidn propia.

Figura 3.26: fotografia de los productos de amplificacién de los factores de
virulencia de STEC (mPCR?2). Linea 1: sin amplificacion, linea 2: paciente con STEC
(gen stx2 positivo), linea 3: cepa control del gen Antigeno plasmidico de invasién
H (/jpaH, 619 pb), linea 4: cepa control del gen Activador transcripcional R (AggR,
254 pb), linea 5: cepa control de genes de las toxina shiga 1 (stx7, 130 pb) y toxina
shiga 2 (stx2, 346 pb), linea 6: cepa control ATCC 95922 (765, 204 pb), lineas 7 a

10: sin amplificacion. Nifios con diarrea. Fuente: elaboracién propia.
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Con el fin de categorizar los tres aislamientos de STEC obtenidos, se
subtipificaron aplicando métodos inmunoldgicos y moleculares. Estos estudios
fueron realizados en el laboratorio de Fisiopatogenia Bacteriana del Instituto

ANLIS-Malbran, Buenos Aires, Argentina (tabla 3.8)

Tabla 3.8: Caracterizacidén molecular y serotipica de los tres aislamientos STEC
provenientes de nifios con diarrea. Tandil. 2016-2017
Factor de virulencia Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3
Serotipo (O:H) 0145:H28 O157:H7 O157:H7
eae Positivo Positivo Positivo
stx1 Negativo Negativo Negativo
stx2 Positivo Positivo Positivo
Variante stx 2a 2a 2a
ehxA (enterohemolisina) Positivo Positivo Positivo
rfbO157(0157) Negativo Positivo Positivo
fliC (H7) Negativo Positivo Positivo

Los aislamientos STEC fueron categorizados en: cepas O157 (n=2; 67%) y
cepas No-O157 (n=1; 33%). A partir de los resultados obtenidos, se confirmé que
las tres cepas STEC aisladas pertenecen al subgrupo de EHEC (100%). Estos tres
aislamientos presentaron la variante Stx2a de la toxina Shiga y fueron positivas

para el gen de la enterohemolisina.

El estudio de la relacion clonal entre cepas bacterianas provenientes de
distintos origenes puede estudiarse mediante Electroforesis en Gel de Campo
Pulsado (PFGE). Una de las cepas STEC obtenida en este estudio (08/03/2017)
proveniente de una nifa con diarrea sanguinolenta, residente de Tandil (Buenos
Aires) presentd el mismo patron molecular por PFGE que una cepa STEC aislada
en una fecha cercana (12/03/2017) proveniente de otro nifio con SHU internado
en un hospital de la Provincia de Santa Fe. Los patrones de restriccidon de ambas
cepas fueron idénticos (100% de similitud) y correspondieron al Patron PFGE,
Xbal, AREXHX01.0011 y Patron PFGE, Blnl, AREXHA26.0097 (figura 3.27) Estos
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estudios fueron realizados en el laboratorio de Fisiopatogenia bacteriana del

Instituto ANLIS-Malbran, Buenos Aires, Argentina.

Patron
8 N°FP  Xbal-PFGE
| s 234/17 AREXHX01,0011 (
(SEES 235117 AREXHX01.0011
Patron

. N°FP  Binl-PFGE

| JOB | 234117 AREXHA26.0097
| 235/17 AREXHA28.0007

Figura 3.27: patrones de restriccion PFGE de dos aislamientos STEC

pertenecientes a dos pacientes pediatricos, uno con cuadro de diarrea

sanguinolenta y otro con sindrome urémico hemolitico. 2017.

3.2.3.5- Patogenos virales

En el periodo de estudio se detectaron ocho niflos con antigenos de

Rotavirus en las heces. No se observo ningun nifio infectado con Adenovirus

(figura 3.28).

Figura 3.28: inmunocromatografia para la deteccién de antigenos de Rotavirus
y Adenovirus. Tandil. 2016-2017. Izquierda: test negativo. Derecha: test positivo

para Rotavirus. Nifios con diarrea. Tandil, 2016-2017. Fuente: elaboracion propia.

NORA MOLINA PAGINA |112



RESULTADOS

3.2.3.6- Patogenos parasitarios

Trece niflos con parasitos intestinales fueron detectados. Los protozoos
fueron Cryptosporidium spp. (n=3), Blastocystis spp. (n=8) y Giardia intestinalis
(n=2) (figura 3.29). No se detectaron nifios infectados con nematodos ni
platelmintos. La carga parasitaria no fue realizada debido a la ausencia de

helmintos en los nifios estudiados.

Figura 3.29: microfotografia de los protozoos Cryptosporidium spp., Blastocystis
spp. y G. intestinalis hallados en los nifios con diarrea. Tandil, 2016-2017. Fuente:

elaboracién propia.

3.3- Frecuencias de infeccion en niios con diarrea

3.3.1- Frecuencia de infeccion seguin agente etiologico de diarrea

Los patdgenos intestinales detectados fueron £ coli diarreigénica
(patotipos EPEC, EAEC, ETEC, STEC), Shigella (S. flexneri S. sonnel), S. enterica
(OMA y OMB), Rotavirus, Cryptosporidium spp., Blastocystis spp.y G. intestinalis.
Las bacterias EPEC, EAEC y Shigella spp. representaron el 70% de los patogenos

hallados en cuadros diarreicos.

En los nifos con diarrea, la frecuencia de monoinfeccion entérica fue
prevalente (86%), mientras que la coinfeccidn fue hallada en menor proporcidn
(14%). Las monoinfecciones bacterianas fueron producidas por £ coli

diarreigénica, Shigella spp.y S. enterica; las de origen viral estuvieron causadas
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por Rotavirus y las de origen parasitario se debieron a Cryptosporidium spp., G.
intestinalis y Blastocystis spp. En los nifios coinfectados, las combinaciones de
patdgenos estuvieron representadas por el binomio bacteria/bacteria (n=8),
seguidas de las infecciones bacteria/parasito (n=5) y bacteria/virus (n=2) (tabla
3.9).

Tabla 3.9: frecuencia de infeccion intestinal de nifios con diarrea segun etiologia y
ndmero de agentes patdgenos hallados en las heces. Tandil, 2016-2017.
Agentes patogenos en heces Frecuencia de infeccion
n %
EPEC 49 46,7
Shigella flexneri 9 86
Salmonella enterica OMA 5 48
EAEC 5 48
ETEC (lt) 4 38
STEC 3 29
Shigella sonnei 1 7.0
ETEC (stp) 1 17,0
Rotavirus 6 57
Blastocystis spp. 4 38
Cryptosporidium spp. 2 7.9
Gilardia intestinalis 2 179
EPEC EAEC 5 48
EPEC Blastocystis spp. 4 37
EAEC Salmonella enterica OMB 1 17,0
EPEC ETEC (lt) 1 17,0
EPEC Rotavirus 1 17,0
EAEC Rotavirus 1 17,0
EPEC Cryptosporidium spp. 1 7,0

El 82% de los nifios presentd heces tipo diarreicas, sin embargo, no se
observaron diferencias significativas con la duracidon temporal del cuadro.
(p=0,240). La presencia de leucocitos fecales se hallo en 17% de los nifos. No se
observaron diferencias significativas con la presencia de patdgenos entéricos

(p=0978 ni con la duracién temporal del cuadro (p=0,736). La presencia de
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hematies fecales estuvo presente en 22% de los casos de diarrea y fue
independiente del hallazgo de patdgenos intestinales (p=0,778) y de la duracion
de la diarrea (p=0,636) (figuras 3.30y 3.31).

o S = S & S 3
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EAEC/Rotavirus
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Rotavirus
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Figura 3.30: frecuencia relativa de patdogenos entéricos en casos de diarrea
infecciosa sin leucocitos ni hematies (grupo 1), segun Escala de Bristol: heces
formes (4), heces blandas con bordes definidos (5), heces pastosas con bordes

irregulares (6), heces liquidas (7). Fuente: elaboracién personal.
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Figura 3.31: frecuencia de patdgenos entéricos en casos de diarrea infecciosa
segun presencia o ausencia fecal de leucocitos y hematies (grupos I, lll y IV) y
Escala de Bristol: heces formes (4), heces blandas con bordes definidos (5), heces
pastosas con bordes irregulares (6), heces liquidas (7). Fuente: elaboracion

personal.

3.3.2- Frecuencia de infeccion segiin edad de los nifios con diarrea

La presencia de patogenos intestinales fue observada en 105 nifos con
diarrea (casos positivos), valor que representa el 46% de poblacion estudiada. En
los nifios infectados por un Unico patdégeno (monoinfeccidon, n=91), la etiologia
bacteriana fue prevalente (84,6%, n=77), mientras que las infecciones de etiologia

viral (6,6%, n=6) y parasitaria (8,8%, n=8) se hallaron en menor proporcién.

NORA MOLINA PAGINA|T116



RESULTADOS

En los nifos infectados con dos patdogenos (coinfeccidn, n=14), las
combinaciones de patégenos estuvieron representadas por el binomio
bacteria/bacteria (50%, n=7), seguidas de las infecciones bacteria/parasito (36%,
n=>5) y bacteria/virus (14%, n=2). Los nifios con patdgenos intestinales (casos
positivos) fueron significativamente menores que los niflos sin patdégenos

intestinales (casos negativos) (p<0,07) (figura 3.32, tablas 3.10 y 3.11).
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Figura 3.32: niumero de nifos con diarrea segun presencia o ausencia de

patdgenos intestinales y edad. Tandil, 2016-2017. Fuente: elaboracion personal.

Tabla 3.10: datos demograficos, manifestaciones clinicas y hallazgos de laboratorio en nifios con
diarrea. Tandil. 2016-2017.

Pardmetro Casos Positivos | Casos Negativos P valor
(n=105) (n=122)
Sexo (Masculino:Femenino) 57:43 43:57 0732
Edad (Media + SD) 2,733 3,339 <007
Internacion (%) 67 (64%) 40 (33%) 0597
Duracién de la diarrea (Media + SD) 5,1+3,6 49+3,6 0733
Duracién de la diarrea > 6 dias (%) 26 (25%) 27 (22 %) 0641
Presencia de Vomitos (%) 42 (40%) 37 (45%) 0637
Presencia de leucocitos fecales (%) 18 (17%) 20 (16%) 0978
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Tabla 3.11: Frecuencia de infeccion segun edad de los nifios con diarrea. Tandil, 2016-2017
Grupo etario Patdgenos Frecuencia de coasos
n %
EAEC 1 21
EPEC 14 300
ETEC (It) 2 42
Lactantes menores Shigella flexneri 3 6,4
EPEC-EAEC 2 42
ND 25 531
TOTAL 47 7000
Blastocystis sp. 1 75
Cryptosporidium sp. 1 75
EAEC 1 75
EPEC 16 17,5
EPEC- Blastocystis sp. 1 75
EPEC-EAEC 3 45
ETEC (It) 1 75
Lactantes mayores — —
Glardia intestinalis 1 75
Rotavirus 2 30
S. enterica OMA 3 45
Shigella flexneri 1 75
STEC 1 75
ND 35 585
TOTAL 67 7000
Blastocystis sp. 3 43
EAEC 3 43
EAEC- S. enterica OMB 1 14
EPEC 12 17,1
EPEC- Blastocystis sp. 3 43
EPEC- Cryptosporidium 1 74
EPEC-EPEC 1 74
EPEC- ETEC (lt) 1 74
Preescolares EAEC- Rotavirus 1 14
Glardia intestinalis 1 14
Rotavirus 3 43
S. enterica OMA 2 29
Shigella flexneri 2 29
Shigella sonnei 1 14
STEC 2 29
ND 33 472
TOTAL 70 7000
EPEC 5 76,1
ETEC (It) 1 32
ETEC (stp) 1 32
Escolares Shigella flexneri 1 32
Rotavirus 1 32
ND 22 71,7
TOTAL 31 7000
Cryptosporidium sp. 1 83
EPEC 1 83
Shigella flexneri 2 16,7
Adolescentes -
EPEC- Rotavirus 1 83
ND 7 584
TOTAL 12 7000
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3.3.3- Frecuencia de infeccion segun duracion temporal de la diarrea

La frecuencia de infeccion intestinal en los nifios con cuadros agudos,

prolongados y persistentes fue 45%, 52% y 44% respectivamente (tabla 3.12,

figuras 3.33, 3.34 y 3.35).

de la diarrea. Tandil. 2016-2017

Tabla 3.12: Frecuencia de infeccién de nifios con diarrea segun etiologia y duracién temporal

Presencia de patdgenos en heces

Frecuencia de infeccion

n %
Diarrea aguda
EPEC 37 45,1
Shigella flexneri 7 85
Rotavirus 5 617
EAEC 4 49
Salmonella enterica OMA 4 49
Blastocystis spp. 3 37
ETEC (lt) 3 37
STEC (O157:H7) 2 24
Glardlia intestinalis 2 24
Cryptosporidium spp. 2 24
ETEC (stp) 1 12
Shigella sonnei 1 12
EPEC EAEC 4 49
EAEC Salmonella enterica OMB 1 12
EPEC Blastocystis spp. 3 37
EPEC ETEC (1t) 1 12
EAEC Rotavirus 1 12
EPEC Rotavirus 1 12
Diarrea prolongada
EPEC 8 500
Shigella flexneri 2 125
STEC (O145:H28) 1 63
ETEC (lt) 1 63
Salmonella enterica OMA 1 6,3
Rotavirus 1 6,3
EPEC Cryptosporidium spp. 1 63
EPEC EAEC 1 63
Diarrea persistente
EPEC 4 571
EAEC 1 743
Blastocystis spp. 1 74,3
EPEC Blastocystis spp. 1 743
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Figura 3.33: frecuencia de diarrea infecciosa segun grupo etario y duracion

temporal de la diarrea. Nifios con diarrea. Tandil, 2016-2017. Fuente: elaboracion

propia.
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Figura 3.34: distribucién de los casos de diarrea infecciosa segun tipo de diarrea

y agente etiologico. Nifos con diarrea. Tandil, 2016-2017. Fuente: elaboracion

propia.
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Cédigo Patégeno
BLA Blastocystis sp.
CRYPTO Cryptosporidium sp.
EAEC E. coli enteroagregativa
EAEC-ROTA E. coli enteroagregativa/ Rotavirus
EAEC-SALMOB E. coli enteroagregativa/ Salmonella enterica OMB
EPEC E. coli enteropatogena
EPEC-BLA E. coli enteropatdgena/ Blastocystis sp.
EPEC-CRYPTO E. coli enteropatdgena/ Cryptosporidium sp.
EPEC-EAEC E. coli enteropatogena/ E. coli enteroagregativa
EPEC-ETECLT E. coli enteropatdgena/ E. coli enterotoxigénica (toxina termolabil)
EPEC-ROTA E. coli enteropatogena/ Rotavirus
ETECLT E. coli enterotoxigénica (toxina termoldbil)
ETECSTP E. coli enterotoxigénica (toxina termoestable)
GIARDIA Giardia intestinalis
ND Ausencia de patégeno
ROTA Rotavirus
SALMOA Salmonella enterica OMA
SHIF Shigella flexneri
SHIS Shigella sonnei
STEC Escherichia coli productora de Toxina shiga

Figura 3.35: distribucion de patdgenos entéricos segun tipo de diarrea. Tandil,

2016-2017. Fuente: elaboracion propia.
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3.4-Aspectos espacio-temporales de las diarreas
3.4.1- Distribucion geografica de los nifos con diarrea

Las viviendas de 223/227 (98,2%) nifios con diarrea de Tandil pudieron ser
geolocalizadas. Con el fin de conocer las caracteristicas epidemiologicas de la
poblacién con diarrea, el espacio urbano fue categorizado en tres regiones:
periférica, central y sur, en base a las dimensiones socioeconémica, habitacional
y espacial de Tandil reportadas previamente por otros autores (Linares et al,
2007, Lan 2011).

La region periférica (region A, figura 3.36) concentro alrededor del 50% de
los casos de diarrea estudiados y estuvo conformada por un cinturon poblacional
externo. Los barrios que conformaron este conglomerado urbano fueron La
Movediza, Tropezén, Maggiori, San Juan, Villa Italia Norte, San Cayetano, Villa
Aguirre, Palermo, Villa Gaucho, Las Tunitas y Villa Laza, Arco Iris, Villa Galicia, Villa
ltalia, barrio Cabildo, barrio Rodriguez, el area entre Av. Balbin y Ruta Nacional

226 y los barrios tangentes a dicha ruta.

La region central (region B, figura 3.36) presentd alrededor del 35% de los
casos de diarrea y estuvo conformada por la zona urbana delimitada al norte de
las cuatro avenidas y los radios que demarcan las dos avenidas Del Valle y Juan

B. Justo.

Por ultimo, la region sur (regiéon C, figura 3.36) comprendio alrededor del
15% de los casos de diarrea y estuvo constituida por el centro comercial y
financiero de la ciudad. Dicha zona se delimitdé por las Avenidas Brasil y

Avellaneda, hasta Villa del Parque y barrio Calvario.
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Distribucion geografica de los nifios con diarrea

Figura 3.36: Distribucién geografica de las viviendas de los nifios con diarrea
estudiados en el periodo 2016-2017. Regidon A: regidn periférica. Regiéon B: regidon
central. Region C: region sur. Mapa de la ciudad de Tandil, Provincia de Buenos

Aires. Fuente: elaboracion propia.
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3.4.2- Distribucion geografica de los nifios con diarrea segun el agente

etiologico

Sobre un total de 227 nifios con diarrea, 105 (46%) presentaron patdgenos
intestinales (diarrea infecciosa). Las viviendas de los nifos tandilenses con diarrea
infecciosa y no infecciosa se muestran en la figura 3.37.

Las areas urbanas de la ciudad con mayor densidad de casos totales

(hotspots) de diarrea se indican en la figura 3.38.

El principal agente etioldgico detectado en los cuadros diarreicos fue
Escherichia coli diarreigénica. Otros patdgenos hallados en menor proporcion
fueron Shigella spp., S. enterica., Rotavirus, G. intestinalis, Cryptosporidium spp.

y Blastocystis spp.

Las coinfecciones estuvieron representadas por dos patotipos DEC (n=7),
DECYy S. entericaOMB (n=1), DEC y Rotavirus (n=2) y, por ultimo, DEC y parasitos
(n=5) (figuras 3.39 y 3.40). Las areas urbanas de mayor densidad de nifios con

diarrea infecciosa se muestran en la figura 3.41.
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Figura 3.37: Distribucién geografica de las viviendas de los nifios con diarrea
segun el agente etiologico. Mapa de la ciudad de Tandil, Provincia de Buenos
Aires. Regiones A, By C determinadas en base a las dimensiones socioeconomica,
habitacional y espacial. Cada punto corresponde a un nifio incluido en el estudio.

Perilodo 2016-2017. Fuente: elaboracién propia.
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Figura 3.38: Mapa de calor (hotspots). Distribucion geografica de las viviendas
de los nifos con diarrea. Mapa de la ciudad de Tandil, Provincia de Buenos Aires.
Perlodo 2016-2017. Las areas de color rojo representan la mayor densidad de

casos. Fuente: elaboracion propia.
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Figura 3.39: Distribucion geografica de las viviendas de los niflos segun el agente
etioldégico bacteriano de diarrea. Mapa de la ciudad de Tandil, Provincia de
Buenos Aires. Cada punto corresponde a un nifio incluido en el estudio. Periodo

2016-2017. Fuente: elaboracién propia.

NORA MOLINA PAGINA |127



RESULTADOS

- =
g ¥
b - L ]
g3
@A
g 2
Bz >:2
n =0 . (=]
8 §288s8¢8
C SEE S B
c 28> 8SFER
el &}38380765‘;
[ &EIQQIIUE‘
| - e
s S e+ Zece | -
S
—
[<}]
dq‘_:‘p ..
Q L ]
&
i .
@ ~ =
5 °0 o '3
oD o y 3
L =
s | g
Wa [ ]
(=] .
€ £ .i
c @© b
w = 2
o > B
(44} s
o .
8 ®
= °
v
4
o
5 -
6 . P
=
=
5
a .

Figura 3.40: Distribucion geografica de las viviendas de los nifios segun el agente
etioldgico viral y parasitario de diarrea. Mapa de la ciudad de Tandil, Provincia de
Buenos Aires. Cada punto corresponde a un nifio incluido en el estudio. Periodo

2016-2017. Fuente: elaboracién propia.

NORA MOLINA PAGINA|128



RESULTADOS

+ Hospital-geo

® Municipio
MC500-DiarreaPers

/Il 0
| 0.255

| 0.509

] 0.764

Referencias
Google Streets

B 1.02

Mapa de Calor

Figura 3.41: Mapa de calor (hotspots). Distribucion geografica de las viviendas
de los nifios con diarrea infecciosa (presencia de patdgenos intestinales). Mapa
de la ciudad de Tandil, Provincia de Buenos Aires. Las areas de color rojo
representan la mayor densidad de casos positivos de diarrea infecciosa. Periodo

2016-2017. Fuente: elaboracion propia.
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3.4.3- Estacionalidad de los agentes etiologicos de diarrea

3.4.3.1- Estacionalidad de la diarrea infecciosa segun tipo de patégeno

Los patdgenos intestinales fueron £ coli diarreigénica (EPEC, EAEC, ETEC,
STEC), Shigella (S. flexneri S. sonnel), S. enterica, Rotavirus, Blastocystis spp.,
Cryptosporidium spp. y G. intestinalis.

Las coinfecciones estuvieron representadas por el binomio
bacteria/bacteria, bacteria/parasito y bacteria/virus. Las diarreas de origen

bacteriano fueron prevalentes en todas las estaciones del afo (figura 3.42).

La presencia de patdgenos en las heces de los nifios con diarrea mostré

variaciones estacionales en el periodo estudiado (tabla 3.13)

invierno

o
- -
o otono
g m Bacterias
C -
g H Virus
[ verano -
n [ Parasitos
(B}
H Coinfeccion
primavera

o} 20 40 60 80 100

Frecuencia de casos de diarrea infecciosa

Figura 3.42: frecuencia de casos de diarrea infecciosa segun tipo de patégeno y

estacion del afo. Tandil, 2016-2017. Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 3.13: Presencia de patdgenos intestinales en niflos con diarrea segdn estacion
del afio. Tandi, 2016-2017

Estacion del afio

Patégenos intestinales

Primavera | Verano |  Otodo | inviemno
Monoinfecciones

EPEC
ETEC (i)

5. flexneri
Blastocystis spp.
EAEC
G. intestinalis
Rotavirus
5. enterica OMA
Cryptosporidiumspp.
S sonnel
STEC
ETEC (stp)

Coinfecciones

EPEC- Blastocystis spp.
EPEC-Rotavirus
EAEC-Rotavirus

EPEC-S enterica OMB

EPEC-EAEC
EPEC-ETEC {it)
EPEC-Cryptosporidiumspp.

Ausencia del patdgeno en nifios con diarrea

— Presencia del patdgeno en nifios con diarrea

3.4.3.2- Distribucién geografica y estacional de los nifios con diarrea segtin

agente etiolégico.

3.4.3.2.1-Periodo: primavera-verano

Los patogenos entéricos hallados en el semestre primavera-verano fueron
S. flexneri, S. sonnei S. enterica OMA, EPEC, ETEC-lt, EAEC, STEC, Rotavirus, G.
intestinalis, Cryptosporidium spp.y Blastocystis spp. Las coinfecciones estuvieron
representadas por EPEC/S. enterica, EPEC/Blastocystis spp. y EPEC/Rotavirus o
EAEC/Rotavirus (figura 3.43)

3.4.3.2.2-Periodo: otoio-invierno

Los patdgenos entéricos hallados en el semestre otofio-invierno fueron S.
flexneri S. enterica, EPEC, ETEC-lt, ETEC-stp, EAEC, G. intestinalis, vy
Cryptosporidium spp. Las coinfecciones estuvieron representadas por
EPEC/ETEC-lt y EAEC/ Cryptosporidium spp. (figura 3.44)
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Figura 3.43: Distribucién geografica de los nifios segun el agente etioldgico de
diarrea durante el periodo primavera-verano. (2016-2017). Mapa de la ciudad de
Tandil, Provincia de Buenos Aires. Cada punto corresponde a un nifio incluido en

el estudio. Fuente: elaboracién propia.
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Figura 3.44: Distribucién geografica de los nifios segun el agente etioldgico de
diarrea durante el periodo otofo-invierno. (2016-2017). Mapa de la ciudad de
Tandil, Provincia de Buenos Aires. Cada punto corresponde a un nifio incluido en

el estudio. Fuente: elaboracién propia.
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3.5- Diarrea persistente
3.5.1- Perfil epidemiologico de la poblacion con diarrea persistente

Los nifios con cuadros de diarrea persistente (DPE) representaron el 7% de
todos los casos de diarrea estudiados en el periodo. La edad promedio fue 3,4
ahos, con valores comprendidos entre 1 mes y 15 afios (figura 3.45).

La poblacion infantil menor de 5 afios represento el 81,3% de los casos
totales de DPE estudiados en el periodo. La contribucion porcentual de cada
grupo etario al total de los casos de DPE fue la siguiente: lactantes (n=7; 44%),

preescolares (n=6; 38%), escolares (n=1; 6%) y adolescentes (n=2; 12%).

270

edad afios

Diarrea perlsistente
Figura 3.45: Diagrama de cajas y bigotes (box-plo?) sobre la distribucién de

edades de los nifos con diarrea persistente. Tandil, 2016-2017. Fuente:

elaboracion propia.

La frecuencia de infeccién entérica en niflos con DPE fue 43,8% (7/16). Las
monoinfecciones fueron prevalentes (86%) y los agentes etioldgicos hallados

fueron EPEC, EAEC y Blastocystis spp. (tabla 3.14).

Tabla 3.14: patégenos entéricos en nifios con diarrea persistente. Tandil, 2016-2017.
Frecuencia
Patégenos entéricos
n %
EPEC 4 571
EAEC 1 74,3
Blastocystis spp. 1 74,3
EPEC-Blastocystis spp. 1 143
TOTAL 7 700
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La atencién médica por guardia (emergencias) fue la modalidad mas
utilizada en la poblacién con diarrea y alcanzd el 70% de todas las consultas por
dicho cuadro (Figura 3.46). La internacién hospitalaria representd el 34% de los
nifos con diarrea atendidos en el periodo. Las frecuencias de hospitalizaciéon
fueron 37%, 19% y 31% para los cuadros agudos, prolongados y persistentes,

respectivamente.

Diarrea persistente

Diarrea prolongada

Diarrea aguda

0 20 40 60 80 100 120 140

M atencidn por guardia M atencidn por consultorios

Figura 3.46: modalidad de atencidon médica pediatrica segun duracidn temporal

de la diarrea. Tandil, 2016-2017. Fuente: elaboracidon propia.
3.5.2- Distribucion geografica de los nifos con diarrea persistente
La distribucion geografica de las viviendas de los nifios con DPE mostré un

patrén aleatorio, con mayor presencia de casos en la region periférica de la

ciudad de Tandil (figura 3.47).
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Figura 3.47: Mapa de calor (hotspots). Distribucion geografica de las viviendas
de los nifos con diarrea persistente. Periodo 2016-2017. Mapa de la ciudad de
Tandil, Provincia de Buenos Aires. Regiones A, B y C determinadas en base a las
dimensiones socioecondmica, habitacional y espacial. Las areas de color rojo

representan la mayor densidad de casos. Fuente: elaboracion propia.
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3.5.3- Estacionalidad de los cuadros de diarrea persistente

La distribucién estacional de los nifios con cuadros persistentes de diarrea
fue variable en el periodo de estudio y mostré un incremento en dos meses

diciembre y enero (figura 3.48).

25 10
Casos totales . g Casos de diarrea
persistente
20
-7
15 6
-5
10 -4
-3
5 -2
-1
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Figura 3.48: nimero de casos totales de diarrea (barras rojas) y de diarrea
persistente (linea azul) segun mes del afo. Tandil, 2016-2017. Fuente: elaboracion

propia.
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4. Discusion

Los estudios realizados en el marco de la presente tesis doctoral tuvieron
la finalidad de caracterizar la diarrea persistente de tipo infeccioso en la
poblaciéon infantil que concurre al Hospital de Nifios Debilio Blanco Villegas de

Tandil durante el periodo 2016-2017.

El grupo de estudio quedd conformado por nifios menores de 15 afios con
cuadros diarreicos que se atendieron en el Hospital Debilio Blanco Villegas de
Tandil. La poblacion menor de 5 afios representd mas del 80% de los casos
estudiados. Al respecto, diversos autores han sefialado la escasa presencia de
publicaciones con informacion etioldgica de diarreas en el grupo etario entre 5 y
15 aflos (Lamberti et al, 2012; Levine et al, 2012). En esta investigacion se destaca
la inclusién de nifos escolares y adolescentes con el fin de aportar informacion
clinica y epidemioldgica sobre cuadros diarreicos en nifilos de mayor edad,

constituyendo una linea de base para estudios futuros sobre el tema.

Los cuadros diarreicos pueden clasificarse en agudos, prolongados vy
persistentes segun su duracién temporal (Shane et al, 2017). En esta
investigacion, la mayor frecuencia de casos estuvo representada por la diarrea
aguda (DAG), mientras que las otras categorias se observaron en menor
proporcion. En particular, los cuadros agudos representaron el 79% de los casos.
Esta frecuencia fue cercana a la reportada por Moore et al. (2010) que observaron
cuadros agudos en 83% de los nifios residentes en un asentamiento urbano.
Ademas, valores similares de este tipo de diarrea (72-94%) han sido reportados
por autores de diversos paises de Asia, Africa y Latinoamérica (Bhutta 2006; Lima
et al, 2000; Mitike et al, 2001; Kermant et al, 2010; Rahman et al, 2014; Islam et
al, 2018; Gonzalez Corona et al, 2017; Schilling et al, 2017).

La diarrea prolongada (DPO) ocupd el segundo lugar en orden de
frecuencia, alcanzando un valor de 14 % en los nifos estudiados. El primer reporte

sobre DPO como entidad clinica independiente fue realizado en Brasil, cuyos
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autores reportaron 12% de DPO en la poblacion infantil (Moore et al, 2010).
Estudios posteriores en paises en desarrollo reportaron la prolongacién de los
sintomas gastrointestinales hasta en 15% de los casos de diarrea (Lamberti et al,
2012). Sin embargo, otros autores han indicado valores superiores a 20% de DPO.
Un relevamiento sobre cuadros prolongados en nifios israelies menores de dos
anos hallé valores cercanos a 25%. De modo similar, dos estudios realizados en
India y Kenia reportaron los valores de DPO mas elevados, con frecuencias de

43% y 55% de los casos (Bhan et al, 1989; Fraser et al, 1998; Schilling 2010).

La diarrea persistente (DPE) ha sido definida como el cuadro diarreico que
perdura mas de dos semanas. En este estudio, la frecuencia de DPE fue observada
en el 7% de los nifios con diarrea. Los resultados obtenidos estan en linea con
diversos autores que indicaron que la persistencia de los sintomas puede
observarse entre 3% y 20% de los casos (Andrade et al, 2000; Moore et al, 2011).
De modo similar, en siete estudios realizados en nifios de Bangladesh, Brasil,
Perd, India, Kenia, Etiopia y Zimbawe se reportaron valores cercanos a 10% de
cuadros persistentes en pediatria (Ketema et al, 1997; Lima et al, 2000; Bhutta
2006; Moore et al, 2010; Schilling 2010; Islam et al, 2018). Frecuencias mas
elevadas de DPE, entre 18% y 28% de los casos, fueron halladas por
investigadores de Israel y de Brasil (Fraser et al, 1998; Fagundes-Neto et al, 2000;
Moore et al, 2011; Lamberti et al, 2012).

Los lactantes conformaron el grupo etario mas afectado por cuadros de
diarrea. La bibliografia citada sefiala que la mayoria de los episodios de diarrea
ocurren durante los primeros dos afios de vida (Bhan et al, 1989; Han et al, 1995;
Ketema et al, 1997; Lima et al, 2000; Koletzko et al, 2009; Moore et al, 2010;
Nelson 2013; Mandell 2014; Vithayasat et al, 2014; Gupta et al, 2015; Giannattasio
et al, 2016; Gonzalez-Corona et al, 2017; Schilling et al, 2017; Mahfuz et al, 2017;
Hebbelstrup Jensen et al, 2017). En esta investigacion se observé la ausencia de
cuadros prolongados de diarrea (DPO) en lactantes menores. Este hallazgo podria
deberse a varios factores. En principio, una amplia revision sistematica indicé que

las consultas médicas en los cuadros de diarrea oscilan alrededor de 35%
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(Lamberti et al, 2012). Un estudio realizado por Singht et al (2004) informd que
la mayor proporcion de consultas por diarrea en centros de salud de India fue
asociada al género masculino. Sumado a ello, Page et al (2011) recolectaron
informacién de salud mediante entrevistas, hallando frecuencias entre 14%y 70%
de busqueda de atencién médica para el nifio con diarrea, indicando que la
distancia a recorrer y el costo econdmico fueron aspectos limitantes al momento
de decidir el traslado del nifio al centro asistencial. De modo similar, Adane et al
(2017) reportaron que la busqueda de asistencia médica fue observada en 57%
de los padres de nifios con diarrea, recurriendo mayormente a medicamentos
adquiridos en farmacias. Ademas, otro estudio sobre diarrea infantil realizado en
Bangladesh sefiald que solamente 22% de los padres realizd una visita al hospital
para el tratamiento del cuadro, asegurando que las principales causas de la baja
frecuencia de atencién fueron la percepcion materna de enfermedad leve y el

costo elevado de la medicacién (Das et al, 2013).

Los nifios con DPO y DPE atendidos en el hospital de Tandil representaron
el 21% de todos los casos estudiados, sin embargo, contribuyeron con el 45% de
los dias totales con diarrea (DTD). Estos resultados fueron coincidentes con otros
autores que reportaron que los nifios con cuadros prolongados y persistentes
representaron entre 34% a 50% de los DTD (Schorling et al, 1990; Han et al, 1995;
Lima et al, 2000; Bhutta 2006; Moore et al, 2010; Fagundes-Neto et a/, 2013).

Las infecciones gastrointestinales engloban una amplia variedad de
complejos sintomaticos y de agentes infecciosos (Mandell 2014). En los nifios
estudiados, la presencia de vomitos fue detectada en cuatro de cada diez casos
de diarrea. En la bibliografia, los datos obtenidos reflejan que la frecuencia de
emesis en los cuadros diarreicos es variable. En un estudio de cohorte, realizado
por Bhan et al (1989) en nifios con diarrea de India se encontré que los vomitos
estuvieron presentes en alrededor de 10% de los casos. Valores mas elevados
fueron reportados por otros investigadores. Dutta et al (2013) estudiaron las
diarreas de etiologia bacteriana, hallando frecuencias de vomitos entre 50% vy

84%. Chung et al (2017) reportaron la emesis en 35% a 76% de los nifios con
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diarrea aguda. Asimismo, una revisidbn sobre casos de diarrea atendidos en
hospitales y centros de salud reporté la presencia de este sintoma hasta el 58%
de los nifios enfermedades diarreicas (Lamberti et al, 2012).

La deshidratacion fue registrada en 15% de los nifios estudiados. Los
trabajos difieren ampliamente en la frecuencia de este signo clinico en la
poblacién con diarrea. Al respecto, seis estudios basados en consultas
hospitalarias de niflos con diarrea registraron la deshidratacion entre 1% y 56%
de los casos (Youssef et al, 2000; Alam et al, 2001; Anvikar et al, 2008; De et al,
2016; Chung et al, 2017; Islam et al, 2018). Asimismo, una extensa revisidn
sistematica sobre diarreas en poblacion de paises en desarrollo, observando
valores entre 7% y 81% de los casos (Lamberti et al, 2012). En resumen, diversos
estudios han sefalado que la frecuencia de deshidratacion en cuadros diarreicos
presentd una gran amplitud de valores y estuvo relacionada con el tipo de agente
etiologico, la edad del nifo, la estacionalidad, los vomitos incoercibles o la
capacidad de recuperar las pérdidas de liquido, entre otros (MSAL 2012; Brandt
et al, 2015; Shane et al, 2017).

Los nifos con heces de consistencia diarreica representaron la mayor
proporcion de casos y uno de cada cuatro nifios presentd leucocitos y hematies
fecales. El analisis estadistico de las variables macroscopicas y microscopicas
analizadas no mostré asociaciones significativas con la presencia de patégenos
ni con la duracion temporal del cuadro diarreico. La forma y consistencia de las
heces en un cuadro diarreico puede ser altamente variable, sin embargo, la
mayoria de los estudios sobre el tema ha reportado una frecuencia elevada de
heces diarreicas, tanto pastosas como liquidas. Al respecto, dos estudios
prospectivos realizados en nifos con diarrea de Cuba y Jordania indicaron la
presencia de heces acuosas con frecuencias de mayores a 80% (Youssef et al,
2000; Gonzalez Corona et al, 2002). Valores similares de heces diarreicas (80%-
85%) fueron reportados por el Estudio Entérico Multicéntrico Global (GEMS)
(Levine et al, 2012).
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La deteccion de leucocitos y hematies fecales es una practica clinica de
rutina, utilizada para determinar st un episodio de diarrea bacteriana es invasivo
(Mel 2000). Diversos estudios han revisado la validez de esta premisa. Por
ejemplo, dos estudios sobre el tema determinaron que la sensibilidad de dicha
prueba fue baja y que el resultado del estudio fue inversamente proporcional al
tiempo de demora en el procesamiento de las heces (Mel 2000; Carreazo et al,
2011). De modo similar, otro estudio prospectivo sobre la utilidad de la sangre
oculta en heces como parametro de infeccion inflamatoria, determiné que dicha
prueba presenta una modesta sensibilidad y especificidad para detectar
infecciones gastrointestinales invasivas (Khan et al, 2006).

Los resultados hallados en esta tesis estan en concordancia con lo
reportado por las guias clinicas internacionales y demostraron el pobre valor de
la busqueda de leucocitos y hematies fecales para determinar la naturaleza

invasiva de la diarrea.

La presencia de enteropatdégenos fue observada en 46% de los nifios
estudiados. Diversos autores han comunicado frecuencias de casos positivos
entre 20% y 75% de los nifios con diarrea, sefialando que la recuperacién de
patdgenos podria variar con tipo de agente etioldgico investigado, los factores
de virulencia del patogeno, el método de deteccion, la época del afio o la regién
geografica (Klein et al, 2006; Moore et al, 2010; Huruy et al, 2011; Fletcher et al,
2013a; Laham et al, 2015; Tian et al, 2016; Hebbelstrup-Jensen et al, 2017,
Gonzalez-Corona et al, 2017; Chung et al, 2017, Hawash et al, 2017). El
porcentaje de positividad hallado en esta investigacion se encuadra dentro de los
valores reportados en otros estudios, sin embargo, por motivos metodologicos
no se incluyo el estudio de Campylobacter spp., un patégeno microaerofilico de
mayor complejidad diagndstica.

La frecuencia de casos positivos y la edad del caso estuvieron asociados
estadisticamente, sefialando una mayor frecuencia de infeccidn entérica a menor
edad. La edad del nifio es un factor relevante en la infeccion entérica. Ejemplos
de dicha observaciéon fueron reportados por varios autores. Shrivastava et al

(2017) analizaron las heces de nifios con diarrea en busqueda de patdogenos
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bacterianos, virales y parasitarios, hallando una mayor frecuencia de infeccion
entérica en lactantes que en preescolares. De modo similar, dos grupos de
investigadores de India y Taiwan comunicaron la mayor tasa de patdogenos

entéricos en nifos de menor edad (Dutta et al, 2013; Chung et al, 2017).

Los agentes etioldgicos bacterianos fueron prevalentes en los nifios de
todos los grupos etarios, independientemente de la duracién del cuadro
diarreico. Los patdgenos bacterianos han sido frecuentemente detectados en
nifos de regiones en desarrollo (Fletcher et al, 2013a). El perfil etiologico de las
gastroenteritis depende de diversos factores como la poblacidon estudiada, la
cobertura vacunal, el estado inmunoldgico y nutricional, la regidn geografica o la
estacionalidad (Dutta et al, 2013; Fletcher et al, 2013a; Giannattasio et al, 2016;
Chung et al, 2017). Al respecto, el predominio de etiologia bacteriana en casos
de diarrea fue reportado en diversos relevamientos. Una extensa revisién
sistematica publicada en 2009 por Abba et al sefaldé que las bacterias fueron
prevalentes en casos de diarrea de Latinoamérica y el Sudeste asiatico. De modo
similar el predominio bacteriano en cuadros diarreicos fue comunicado en
diversos estudios recientes (Tian et al, 2016; Gonzalez Corona et al, 2017; Islam
et al, 2018). Sumado a ello, un trabajo temprano realizado en comunidades de
India inform¢ que los patégenos bacterianos fueron los agentes etioldgicos mas
detectados en nifios con diarrea (Bhan et al, 1989). Si bien, este estudio presenta
cierta antigliedad, resultados similares fueron reportados en un trabajo reciente

sobre la etiologia de la diarrea en dicho pais (Shrivastava et al, 2017).

El cultivo de las heces se utiliza en la practica clinica para la deteccién de
patdgenos bacterianos. En esta investigacion, el porcentaje de positividad del
coprocultivo alcanzé 33% de los nifios con diarrea. Valores inferiores de
positividad fueron observados en Canada, Estados Unidos y Noruega, mientras
que porcentajes mas elevados se reportaron en Grecia, Taiwan, México y Kenia
(Afset et al, 2003; Klein et al, 2006; Slinger et al, 2017; Schilling et al, 2017). En
paises de Latinoamérica como Cuba, Pert y Venezuela, la frecuencia de deteccion

de patdégenos mediante coprocultivo varid entre 33% y 65% (Flores-Abuxapqui
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et al, 1994; Gonzalez Corona et al, 2002; Carreazo et al, 2011; Michellt et al,
2016). En Argentina, los reportes oficiales del Ministerio de Salud indicaron un
porcentaje de positividad del cultivo entre 10% y 25% (MSAL 2012). Sin embargo,
el rendimiento del estudio mostré resultados variables segun la provincia, con
valores entre 8% y 34% de la poblacién con diarrea atendida en hospitales
publicos de Santa Fe, La Plata, Rosario, Corrientes, Chaco y Cérdoba (Notario et
al, 1996, Gambandé et al, 2006; Giugno y Oderiz 2010; Aro et al, 2013; Huerta et
al, 2014; Garcia Saito et al, 2017).

En las ultimas décadas se han hecho grandes avances en el diagnéstico
molecular de los agentes productores de diarrea (Fratamico et al, 2016). En esta
tesis, la utilizaciéon de dos PCR multiples permitio la deteccion de los cinco
patotipos diarreigénicos de £ coli Los métodos de amplificacion multiple (PCR
multiplex o mPCR) constituyen una opcidén valida para la deteccidn de varios
patdgenos en una sola reaccion (Rodriguez Angeles et al, 2002). Sin embargo,
una desventaja de los métodos moleculares de diagnostico etioldgico es la
dificultad para detectar la viabilidad del patdgeno en la muestra del paciente
(Shane et al, 2017). Para resolver este inconveniente, la técnica de PCR utilizada
en esta tesis asegurd la viabilidad del patégeno mediante una estrategia
secuencial de cultivo in vitro y posterior amplificacion del ADN bacteriano.
Ademas, todas las reacciones moleculares incluyeron un control de amplificacion
(gen 16S). La presencia de este control de amplificacion permiti¢ identificar
claramente un resultado negativo por ausencia de patdbgeno o por causa de

sustancias inhibidoras de la reaccion.

Los estudios moleculares de £ coli requieren la implementacion de
protocolos validados para su aplicaciéon diagnéstica en salud humana. En este
estudio, todos los protocolos de PCR utilizados han sido validados por la Red
Nacional de Diarreas coordinada por el Servicio Fisiopatogenia INEI-ANLIS “Dr.
Carlos G. Malbran”. Dichas técnicas han sido previamente evaluadas en cuanto a
limite de deteccidn, selectividad, robustez, acordancia, concordancia, sensibilidad

y especificidad diagnostica (Malbran 2014).
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Los patdgenos bacterianos hallados mediante cultivo y amplificacion
molecular fueron £. colidiarreigénica (DEC), representada por los patotipos EPEC,
EAEC, ETEC, STEC, S. flexneri S. sonneiy S. entérica. No obstante, siete de cada
diez niflos presentaron una infeccion entérica por EPEC, EAEC o Shigella spp.

El perfil etiolégico de bacterias productoras de gastroenteritis varia con la
regidon geografica. En Europa, los patdgenos mas frecuentes en nifios con diarrea
fueron EPEC, EAEC y S. entérica (Bruzzese et al, 2018). De modo similar, cuatro
estudios sobre diarrea infantil realizados en Estados Unidos, Canada, Noruega y
Australia reportaron que el patogeno prevalente fue EPEC (Afset et a/, 2003; Klein
et al, 2006; Nguyen et al, 2006; Slinger et al, 2017). Estudios recientes en nifios
con diarrea de regiones desarrolladas de China reportaron que S. entericay DEC
fueron los agentes etioldégicos mas detectados, mientras que, en las regiones
menos desarrolladas de dicho pats, Shigella spp. fue mas frecuente (Wang et al,
2015; Tian et al, 2016; Zang et al, 2016). En India, Irdn y Jordan, los patégenos
mas detectados en nifios con diarrea fueron DEC y Shigella spp. (Youssef et al,
2000; Anvikar et al, 2008; Shrivastava et al, 2017; Aminshahidi et al, 2017).

En paises en desarrollo de Africa, Asia y Latinoamérica, los principales
patdgenos reportados fueron Shigella spp. y S. enterica (Bruzzese et al, 2018).
Asimismo, tres relevamientos realizados en paises africanos, Botsuana, Nigeria, y
Zambia, informaron que la preponderancia de ambos patdgenos en nifios con
diarrea (Urio et al, 2001; Langendorf et al, 2015; Chiyangi et al, 2017). A
diferencia de los estudios anteriores, dos trabajos realizados en Kenia reportaron
que los patotipos EPEC y EAEC fueron prevalentes en los cuadros diarreicos (Sang
et al, 2012; Schilling et al, 2017). En Latinoamérica, DEC fue el patdégeno
prevalente en México, Brasil y Uruguay, mientras que Shigella spp. fue
predominante en Cuba y Peru (Flores-Abuxapqut et al, 1994; Torres et al, 2001;
Gonzalez-Corona et al, 2002; Franzolin et al, 2005; Carreazo et al, 2011; Varela
et al, 2015).

En Argentina, la diarrea aguda es un evento de notificacidn obligatoria. El
Ministerio de Salud de la Nacion informé que los agentes bacterianos

identificados con mayor frecuencia fueron Shigella spp., en particular S. flexner;
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E. colidiarreigénico, con predominio de EPECy S. enterica (MSAL 2012). Diversos
estudios observacionales realizados en las ciudades de Rosario, La Plata y Santa
Fe indicaron que los patogenos Shigellaspp., S. entericay EPEC fueron frecuentes
en nifos con diarrea atendidos en hospitales publicos (Notario et al, 1996;
Giugno y Oderiz 2010; Aro et al, 2013). De igual modo, un estudio prospectivo
realizado en 600 nifos correntinos menores de 5 afios con diarrea revel6 que los
patdgenos bacterianos hallados fueron Shigella spp. y S. enterica (Balbachan et
al, 2007).

Uno de cada tres nifos con diarrea estuvo infectado con patotipos
diarreigénicos de £. coli Las frecuencias de infeccion humana con DEC variaron
ampliamente segun la region geografica. Diversos estudios en paises
desarrollados como Dinamarca, Israel y Estados Unidos informaron frecuencias
entre 14% y 19%, mientras que valores entre 30% y 63% fueron observados en
relevamientos de Iran (Haghi et al, 2013; Tobias et al, 2015; Hebbelstrup Jensen
et al, 2016; Stockmann et al, 2017; Mirt et al, 2017). En contraposicién, cuatro
recientes estudios realizados en distintas provincias de China reportaron
frecuencias de infeccién por DEC menores a 8% (Qu et al, 2014; Tian et al, 2016;
Zhang et al, 2017; Zhou et al, 2018).

Ciertas regiones de Asia y Africa presentaron valores elevados de infeccion
por patotipos diarreigénicos de £. coli Al respecto, estudios realizados en India y
el Sudeste asiatico informaron frecuencias de infeccion por DEC entre 12% y 52%
(Nguyen et al, 2006; Rajendran et al, 2010; Tilak et al, 2012; Dutta et al, 2013).
De modo similar, paises africanos como Nigeria, Tanzania y Burkina Faso han
informado frecuencias entre 10% y 45% (Moyo et al, 2007; Nweze et al, 2010;
Onanuga et al, 2014; Konate et al, 2017).

Los paises de Latinoamérica mostraron una amplia variacién en la
frecuencia de infeccion con DEC. Chile, México, Bolivia y Brasil presentaron los
valores mas bajos (11% a 25%), mientras que, Per(, Venezuela, Uruguay vy
Paraguay mostraron mayores frecuencias de infeccion (31% a 47%) (Vidal et al,
2005; Franzolin et al, 2005; Varela et al, 2007; Ochoa et al, 2008; Gonzales et al,
2013; Canizalez-Roman et al, 2016; Michelli et al, 2016; Canata et al, 2016).
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En Argentina, la mayoria de los estudios han sido realizados en STEC, un
patdgeno de gran relevancia clinica y epidemioldgica para la salud publica. Sin
embargo, la deteccion de los patotipos DEC en estudios de tipo hospitalario son
muy escasos. Al respecto, dos relevamientos realizados en Corrientes sefialaron
que la frecuencia de DEC vari6 entre 31% y 37%, valores cercanos al reportado
en esta tesis (Medina et al, 2010; Esquivel et al, 2010).

Las cepas DEC aisladas de nifios con diarrea de Tandil presentaron un
predominio de EPEC, seqguido de EAEC. Los patotipos ETEC y STEC se detectaron
en menor proporcion, mientras que EIEC no fue hallado en este estudio. Estos
resultados son concordantes con la informacion oficial de Argentina. Al respecto,
el Sistema Nacional de Vigilancia por Laboratorios (SIVILA-SNVS) de Argentina
informd que el segundo agente bacteriano en importancia fue EPEC. De igual
modo, el Servicio de Fisiopatogenia del Instituto Malbran, Argentina comunicé el
predominio de EPEC y EAEC (MSAL 2012; Rivas et al, 2010).

En coincidencia con la presente tesis, el patotipo EPEC fue prevalente en
casos de diarrea de China, Uruguay, Chile, Venezuela, Dinamarca, Israel, Estados
Unidos, Nigeria, Tanzania y Burkina Faso (Franzolin et al, 2005; Vidal et a/, 2005;
Varela et al, 2007; Moyo et al, 2007; Nweze et al, 2010; Qu et al, 2014; Onanuga
et al, 2014; Toblas et al, 2015; Tian et al, 2016; Michelli et al, 2016; Hebbelstrup
Jensen et al, 2016; Zhang et al, 2017; Stockmann et al, 2017; Konate et al, 2017;
Zhou et al, 2018).

A diferencia de lo hallado, ETEC y STEC fueron observados con mayor
frecuencia en Iran, México, India y Egipto (Bhan et al, 1989; Flores-Abuxapqui et
al, 1994; Rao et al, 2003; Qadri et al, 2005; Haghi et al, 2013; Miri et al, 2017).
Mas aun, EAEC se hallé en mayor proporcion en India y sudeste asiatico, México,
Paraguay, Peru y Bolivia (Nguyen et al, 2006; Ochoa et al, 2008; Rajendran et al,
2010; Tilak et al, 2012; Dutta et al, 2013; Gonzales et al, 2013; Canizalez-Roman
et al, 2016; Canata et al, 2016).
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En esta investigacion, la clasificacion de los aislamientos DEC mediante
métodos serolégicos y moleculares presentd diferencias y la correspondencia
entre ambos métodos fue baja. Los antigenos O no estan restringidos a una Unica
categoria DEC Yy, por lo tanto, el mismo serogrupo podria observarse en patotipos
distintos. En 1987, la OMS reportdé los 12 serogrupos principales de EPEC (026,
055, 086, 0111, 0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142 y O158). Mas aun,
estudios posteriores han demostrado que dichos serogrupos pueden observarse
en otras categorias de DEC, principalmente EAEC (Giammanco et al, 1996;
Trabulst et al, 2002; Campos et al, 2004; Kozub-Witkowski et al, 2008; Lluque et
al, 2010; Tilak et al, 2012). Asimismo, un trabajo sobre EAEC demostro que la
mitad de los aislamientos no pudieron ser serotipificados (Weintraub et al, 2007).
De igual modo, una amplia revisidn sobre el tema reveld que los serogrupos 086,
O111, 0125 y O127 pueden ser detectados en EPEC y EAEC, que el serogrupo
0126, puede observarse en EPEC y ETEC y que los serogrupos 026, O55, O111,
0119, 0126 y O128 pueden hallarse tanto en EPEC como en STEC (do Valle et al,
1997; Rodriguez Angeles et al, 2002).

Un extenso trabajo realizado en mas de 3.000 cepas DEC de origen
asiatico, previamente identificadas por métodos seroldgicos, reveld la presencia
de genes de virulencia solamente en 65% de los casos (Tamura et al, 1996). En
contraposicién, varios autores han reportado discrepancias entre ambas
metodologias. Por ejemplo, un amplio trabajo sobre aislamientos clinicos de
EPEC desarrollado en Alemania reveld que solamente 27% de las cepas pudieron
ser identificadas por serologia y PCR. Sumado a ello, el 32% de las cepas
catalogadas como patogenas por serologia no presentd ningun factor de
virulencia y ademas, se recuperaron 16 cepas, con genes de virulencia tipicos de
EPEC que presentaron serotipos asociados a EHEC (Kozub-Witkowski et al, 2008).
Otro estudio sobre cepas de £ colidiarreigénica realizado en Taiwan informé que
solamente 11% de las cepas serotipificadas fueron confirmadas por métodos
moleculares (Yang et al, 2007). Resultados similares (13% a 18%) se observaron
en aislamientos de Pert y de Japon (Lluque et al, 2010; Tamaki et al, 2005).

En Argentina, Ruttler (2005) analizé el patron de adherencia celular y

deteccion de genes de virulencia de 87 aislamientos de £ coli previamente
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clasificados como EPEC. La autora hallé 25% de adherencia localizada (patrdn
tipico de EPEC), 32% con adherencia agregativa/difusa y 42% sin adherencia,
mientras que los métodos moleculares revelaron la heterogeneidad de los
factores de virulencia, concluyendo una correlacion de 19,5% entre los métodos
utilizados. En resumen, la categorizacion de los aislamientos de £ coli mediante
métodos seroldgicos y moleculares presenta diferencias. El tamizaje seroldgico
de las cepas EPEC es un método utilizado en los laboratorios de diagnéstico. Sin
embargo, varios investigadores han reportado la emergencia de nuevos
serogrupos no incluidos en los paneles comerciales y las diferencias entre
métodos inmunoldgicos y moleculares, limitando el uso del serodiagnéstico
como tamizaje para clasificaciéon de las cepas diarreigénicas de £ coli (do Valle
et al, 1997; Campos et al, 2004; Tamaki et al, 2005; Blanco et al, 2006; Kozub-
Witkowski et al, 2008).

En la presente tesis, la frecuencia de infeccién con EPEC en nifios de Tandil
fue cercana a 27%. En el mundo, la infeccidon con dicho patotipo fue altamente
variable. En paises africanos y del Medio Oriente se observaron valores entre 4%
y 26% (Youssef et al, 2000; Al-Gallas et al, 2007; Moyo et al, 2007; Jafart et al,
2009; Nweze et al, 2010; Schilling 2010; Haght et al, 2013; Onanuga et al, 2014;
Tobias et al, 2015; Langendorf et al, 2015; Darbandi et al, 2016; Miri et al ,2017;
Konaté et al, 2017; Schilling et al, 2017). Valores similares fueron hallados en el
Sudeste Asiatico (2% a 30%), mientras que, en China, la frecuencia de EPEC fue
menor a 5% (Nguyen et al, 2005; Anvikar et al, 2008; Rajendran et al, 2010; Tilak
et al, 2012; Dutta et al, 2013; Wang et al, 2015; Tian et al, 2016; Zhang et al,
2017; Ramya Raghavan et al, 2017; Shrivastava et al, 2017; Zhou et al, 2018).

En Latinoamérica, la frecuencia de infeccion con EPEC presentd amplias
diferencias segun el pais. Los valores mas bajos fueron hallados en México (1%),
Bolivia (6%) y Brasil (9%). Frecuencias mayores a 10% fueron observadas en Chile
(11%), Perd (15%), Paraguay (15%), Venezuela (17%) y Uruguay (27%) (Torres et
al, 2001; Vidal et al, 2005; Varela et al, 2007; Ochoa et al, 2008; Gonzales et al,
2013; Canizalez-Roman et al, 2016; Michelli et al, 2016; Weiler et al, 2017).
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En Argentina, las menores frecuencias de infecciéon con EPEC fueron
reportadas en La Plata (6%), Corrientes (6%) y Misiones (9%) (Quiroga et al, 2000;
Giugno et al, 2010; Esquivel et al, 2010; Medina et al, 2010). Los valores mas
elevados fueron detectados en estudios de tipo hospitalario de Mendoza (20%)
y Rosario (25%) (Notario et al, 1996; Rittler 2005). La frecuencia hallada en esta
investigaciéon fue mayor a lo reportado en poblaciones de las provincias de
Buenos Aires, Corrientes y Misiones, pero estuvo en concordancia con los

resultados hallados en Mendoza y Santa Fe.

EL91% de todas las infecciones por EPEC fueron halladas en nifios menores
de 5 afios, siendo mas frecuente en los lactantes que en nifios preescolares.
Numerosas investigaciones sobre diarreas en poblacion pediatrica han
observado que EPEC constituye el patotipo DEC mas frecuentemente detectado
en pediatria (Nweze et al, 2010; Langendorf et al, 2015; Tobias et al, 2015;
Shrivastava et al, 2017; Zhou et al, 2018). Ademas, la mayoria de los trabajos han
reportado que los lactantes estuvieron mas infectados con EPEC que los nifos
preescolares. Dichos autores plantearon que la menor frecuencia de infeccién a
mayor edad podria estar relacionada con la maduracion de la respuesta inmune
0 con cierta proteccidn inmune generada por las diversas reinfecciones en la
infancia (Youssef et al, 2000; Afset et al, 2003; Moyo et al, 2007; Anvikar et al,
2008; Rajendran et al, 2010; Dutta et al, 2013; Shrivastava et al, 2017; Zhou et
al, 2018).

Los patégenos entéricos hallados en diarreas agudas, prolongadas vy
persistentes constituyen un grupo diverso. En esta tesis, EPEC fue prevalente en
los niflos con diarrea, independientemente de la duracion temporal del cuadro.
Ademas, uno de cada tres niflos con DPO y DPE estuvo infectado por EPEC. La
infeccidon intestinal con este patdégeno induce cambios histopatologicos que
alteran el normal funcionamiento del enterocito y podrian estar involucrados en
la perpetuacion del cuadro (Bhutta 2006). Por ejemplo, un estudio australiano
demostro que los pacientes infectados con EPEC tuvieron cuadros diarreicos de

mayor duracidn que los causados por otros patdégenos entéricos (Santona et al,
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2015). Sumado a ello, EPEC también se hallé como patdgenos frecuente entre los
nifos con diarrea persistente en Australia (43%) y Noruega (22%) (Afset et al,
2003; Nguyen et al, 2006; Ochoa et al, 2008; Hu et al, 2015).

ETEC es una causa frecuente de diarrea acuosa que se encuentra presente
en forma endémica en la mayoria de los paises en desarrollo (Qadri et a/, 2005;
Croxen et al, 2013). En esta investigacion, los nifios con diarrea presentaron una
frecuencia de infeccion con ETEC cercana a 3%. Una amplia revisién de estudios
poblacionales mostré que ETEC fue el agente etioldgico hallado en alrededor de
13% de los casos de diarrea (Croxen et al, 2013). Valores de infeccién con ETEC
menores fueron reportados en Iran (1%), Peru (7%), Estados Unidos (7%), India
(12%) y Brasil (12%), mientras que frecuencias superiores fueron informadas en
Bangladesh (18%), Etiopia (23%), Egipto (30%), México (33%) y Nicaragua (38%)
(Cravioto et al, 1990; Santosham et al, 1995; Sommerfelt et al, 1996; Paniagua et
al, 1997; Albert et al, 1999; Rao et al, 2003; Qadri et al, 2005; Miri et al, 2017).

En Argentina, dos grupos de trabajo han investigado la infeccién con ETEC.
Un estudio de cohorte realizado en nifios menores de dos afios de Misiones
reportd que la infeccion por este patdgeno estuvo presente en 13% a 16% de los
casos (Viboud et al, 1999). Asimismo, otro trabajo realizado en nifios con diarrea
de Corrientes reportd una frecuencia de 8% de infeccion con ETEC (Medina et al,
2010). Los nifos de Tandil presentaron una menor frecuencia de infeccidon con
ETEC que los estudios previos en el pais. No obstante, la discrepancia podria
deberse a diferencias en la edad de los casos analizados o en el sesgo de
seleccion de las muestras fecales. El estudio sobre ETEC de Misiones evalué la
presencia de esta bacteria en el grupo etario con mayor prevalencia (nifos
menores de 2 afios) mientras que en esta tesis se estudiaron todos los nifos
menores de 15 afos. Por otro lado, el estudio correntino solamente realizo la
pesquisa de ETEC en las heces de los nifios con diarrea cuyos coprocultivos
habian sido negativos para S. entericay Shigella spp. mientras que, en esta tesis

se analizaron todas las heces de los nifios incluidos en el estudio.
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Los aislamientos de ETEC mostraron un predominio de ETEC-LT (83%) y
menor proporcion de ETEC-ST, con ausencia de aislamientos productores de
ambas toxinas. Los perfiles de las toxinas de ETEC son variables y difieren en
diferentes regiones geograficas y poblaciones (Qadri et a/, 2005). Una revisidn
sistematica de la literatura en 35 paises reveld que 40% de las cepas de ETEC
expresaron ST, el 27% expresaron LT y 33% expresaron LT+ST (Croxen et al,
2013). Estudios de cohorte realizados en nifios de Bangladesh, Egipto y Guinea
han hallado un predominio de ETEC-ST. Por ejemplo, el estudio global
multicéntrico de patdgenos entéricos (GEMS) también informo que ETEC con ST-
positivo fue un importante contribuyente a la diarrea infantil (Croxen et al, 2013).
En contraposicion a los estudios anteriores, una extensa investigacién que incluyo
mas de 17.000 cepas de ETEC reportd que la toxina LT fue hallada con mayor
frecuencia (60%) (Isidean et al, 2011).

Las cepas ETEC-LT fueron prevalentes en estudios de México (41%), India
(41%) y Perd (72%), mientras que las cepas productoras de ST fueron
predominantes en Bangladesh (50%), Egipto (53%), Jordan (60%), Colombia
(67%), Espafa (68%) y Tanzania (100%) (Vargas et al, 1998; Youssef et al, 2000;
Qadri et al, 2005; Moyo et al, 2007). Por ultimo, el porcentaje de aislamientos de
ETEC que produjeron ambas toxinas varié entre 7% y 57% (Quiroga et al, 2000;
Qadri et al, 2005). En Argentina, el predominio de cepas ETEC con LT o ST fue
evaluado en dos estudios tempranos. Los resultados fueron contrapuestos, un
trabajo reporté predominio de aislamientos ETEC-ST y el otro, de ETEC-LT
(Binsztein et al, 1991; Viboud et al, 1999). Asimismo, dos trabajos posteriores
observaron un predominio de cepas ETEC-LT (70%) (Quiroga et al, 2000; Medina
etal, 2010).

En esta investigacidén se observd un solo aislamiento de ETEC-ST, cuya
toxina termoestable presenté la variante STp. Este factor de virulencia fue hallado
en aislamientos de ETEC provenientes de numerosos paises como Egipto, Japdn,
Guatemala, Indonesia, China, Bangladesh, Mozambique y Kenia (Tobias et al,
2016). No obstante, la variante STh en fue reportada en Colombia, Brasil, Bolivia
y Chile (Guerra et al, 2014).
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ETEC es un agente etiologico de diarrea frecuente en niflos menores de
dos afos. En Tandil, uno de cada dos nifos infectados con ETEC pertenecio a
dicho grupo etario. En Egipto y en Bangladesh, este patotipo produjo entre 70%
y 90% de los episodios de diarrea en los lactantes (Qadri et al, 2005). El
predominio de infecciones por ETEC también fue observado en nifios de Iran y
de comunidades tribales de India (Anvikar et al, 2008; Haghi et al, 2013). En
Argentina, un estudio de cohorte sobre casos de diarrea por ETEC sefal6 que los
nifos menores de 2 afios presentaron el mayor riesgo de infeccion con dicho
patdgeno (Viboud et al, 1999). La disminucion de las infecciones por ETEC segun
se incrementa la edad podria deberse al desarrollo de la inmunidad adquirida, a
determinantes genéticos individuales o a factores ambientales (Isidean et al,

2011).

El patogeno ETEC causa diarrea acuosa leve a severa cuya presentacién
clinica suele ser aguda, aunque puede prolongarse mas de una semana
(Pakalniskiene et al, 2009). En esta investigacion, la mayoria de los nifios con
diarrea por ETEC presentaron cuadros agudos, hallandose casos prolongados en
menor proporcion. Diversos autores han indicado que la duracion y gravedad de
la diarrea por ETEC podria estar relacionada a una suma de factores como la edad
del nifio o la virulencia de la cepa involucrada en el cuadro (Qadri et al, 2005;
Croxen et al, 2013; Hebbelstrup Jensen et al, 2017). Un extenso estudio de casos
y controles sobre niflos con diarrea reportd que la infeccidn por ETEC fue hallada
en cuadros agudos, prolongados y persistentes (Schilling et a/, 2017). De modo
similar, investigaciones realizadas en nifos de la India revelaron la presencia de

ETEC en DAG y DPE (Moyo et al, 2007; Rajendran et al, 2010).

EAEC es un patotipo de £ coli detectado con frecuencia en cuadros
diarreicos de nifos menores de 5 afos de paises en desarrollo (Croxen et al,
2013). En los nifos estudiados, la infeccion con EAEC fue hallada en 5% de los

casos y ocup0 el segundo lugar en frecuencia detras de EPEC.
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Frecuencias de infeccién con EAEC menores a 10% han sido comunicadas
en Suecia (2%), Iran (3%), Dinamarca (7%) y Vietnam (9%). Por el contrario, valores
mas elevados han sido reportados en India (15%), Israel (26%) y Egipto (31%)
(Porat et al, 1998; Vargas et al, 1998; Svenungsson et al, 2000; Hien et al, 2008;
Rajendran et al, 2010; Kaur et al, 2010; Haghi et al, 2013; Ali et al, 2014; Tobias
et al, 2015; Moshtagian et al, 2016; Hebbelstrup Jensen et al, 2017).

Numerosos estudios africanos sobre EAEC han sefalado que dicho
patdgeno es frecuente en cuadros diarreicos (Okeke et al, 2009). En particular,
dos relevamientos sobre dicho patogeno, efectuados de Tanzania y Gabdn
presentaron frecuencias de infeccién de 21% y 38%, respectivamente (Presterl et
al, 2003; Ali et al, 2012). En Latinoamérica, EAEC fue detectada en poblacion con
diarrea aguda de Nicaragua (4%), Uruguay (7%), Bolivia (11%), Panama (13%),
Brasil (16%) y México (24%) (Gonzales et al, 2013; Becker-Dreps et al, 2014;
Jiménez Gutiérrez et al, 2014; Amaral et al, 2015; Patzi-Vargas et al, 2015; Varela
et al, 2015).

En Argentina, las diarreas causadas por EAEC no son eventos de
notificacion obligatoria, por lo tanto, se desconocen las frecuencias de infeccion
entérica por este patdogeno. En la presente tesis, la frecuencia de infeccion con
EAEC observada presenté un valor intermedio entre los hallados en las provincias
de Mendoza, Corrientes y Misiones (3% a 11%) (Quiroga et al, 2000; Ruttler et al,
2002; Medina et al, 2010; Esquivel et al, 2010). La disparidad en los valores
reportados entre los estudios mencionados y esta investigacion podria deberse
a diferencias en el grupo etario estudiado, el sesgo en la seleccion de las
muestras, el método diagnéstico utilizado, los factores de virulencia amplificados
o el disefio del estudio, entre otros factores. En principio, la diferencia con el
estudio de nifios mendocinos fue que en dicho trabajo se utilizaron 87
aislamientos de £ coli seleccionados positivamente mediante métodos
serolégicos y provenientes de casos de diarrea en lactantes, para estimar la
frecuencia de infeccion con EAEC. Asimismo, uno de los estudios de Corrientes
selecciond nifos y adultos con diarrea y pesquisé mediante PCR solamente el

50% de los coprocultivos negativos, lo cual impidio la deteccion de coinfecciones
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entéricas, mientras que el segundo estudio realizado en la misma provincia
selecciond pacientes con diarrea provenientes de barrios humildes. Sumado a
ello, el estudio de Misiones presentd un disefio longitudinal sobre DEC en 44

nifos asintomaticos con multiples muestras fecales en cada caso de diarrea.

EAEC es un patogeno detectado con frecuencia en poblacion pediatrica
(Croxen et al, 2013). En Tandil, todos los cuadros diarreicos por EAEC fueron
detectados en niflos menores de 5 afos y se distribuyeron en proporciones
similares entre lactantes y nifios preescolares. Al respecto, relevamientos
realizados en diversos paises reportaron la preponderancia de este patotipo en
nifos menores de 5 afios (Nguyen et al, 2005; Al-Gallas et al, 2007; Nweze et al,
2010; Darbandi et al, 2016). Sumado a ello, varios autores han comparado la
frecuencia de infeccion con este patdgeno entre lactantes y niflos preescolares.
Sin embargo, dichos estudios no han obtenido resultados concluyentes, algunos
investigadores sefalaron el predominio de EAEC en lactantes, otros en
preescolares, mientras que un tercer grupo reportd infecciéon similar en ambos
grupos etarios (Moyo et al, 2007; Anvikar et al, 2008; Dutta et al, 2013; Ali et al,
2014; Ramya Raghavan et al, 2017; Shrivastava et al, 2017).

El patotipo EAEC fue hallado en nifios con cuadros agudos, prolongados y
persistentes. La presencia de este patégeno en nifios con diarrea del cuadro esta
en coincidencia con numerosas investigaciones (Nguyen et al, 2006; Al-Gallas et
al, 2007; Okeke et al, 2009; Jafari et al, 2009; Rajendran et al, 2010; Kaur et al,
2010; Kermant et al, 2010; Croxen et al, 2013; Hebbelstrup Jensen et al, 2014;
Toblas et al, 2015; Tian et al, 2016; Schilling et al, 2017; Rogawski et al, 2017).
Mas aun, estudios realizados en Mongolia, India, Brasil, Nigeria, Israel, Venezuela
y Congo han identificado el patotipo EAEC como un patégeno frecuente en
cuadros agudos, prolongados y persistentes de la infancia (Okhuysen et al, 2010;

Robins-Browne et al, 2016).

Escherichia coliproductor de toxina Shiga (STEC) ha sido reconocido como

agente causal de diarrea sanguinolenta y SHU. La frecuencia de infeccion
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pediatrica con STEC fue cercana a 1% de los niflos estudiados. Islam et al (2007)
determinaron la presencia de dicho patotipo en nifos con diarrea de Bangladesh
hallando una frecuencia de 1,9% en poblacién de un asentamiento urbanoy 0,5%
en ninos hospitalizados. De modo similar, investigadores de México, Peru, Kenia,
Tailandia y Arabia Saudita reportaron la presencia de STEC entre 0,3% y 1,3% en
nifos con diarrea (Leelaporn et al, 2003; Ochoa et al, 2008; Sang et al, 2012;
Canizalez-Roman et al, 2016; Sharaf et al, 2016). A diferencia de lo hallado en
esta investigacion, en relevamientos de Buenos Aires, Misiones y Corrientes, las
frecuencias de STEC observadas variaron entre 1,9% y 7% (Medina et al, 2010;

Esquivel et al, 2010; Rivas et al, 2010; Irurtia et al, 2013).

En la presente tesis, el serotipo de STEC prevalente fue O157:H7 (67%).
Mas aun, se detecto por primera vez el serotipo O145:H28 (33%) en la poblacion
con diarrea atendida en el hospital DBV. Los métodos fenotipicos permiten la
identificacion presuntiva de STEC O157, pero dichos métodos no tienen la
capacidad de detectar los otros serotipos de STEC. Por ende, el aislamiento no-
0157 solamente pudo ser detectado en el laboratorio mediante la utilizacion de
métodos moleculares.

Estos hallazgos estuvieron en concordancia con la bibliografia (Wahl et al,
2011; Croxen et al, 2013). Los serotipos no-O157 como 026, 0103, 0111y O145
han sido asociados con patologia intestinal (Wahl et al, 2011; Delannoy et al,
2013). La frecuencia de infecciones humanas por serotipos STEC no-O157 varia
entre 30% y 60% en el mundo (Eklund et al, 2001; Sonntag et al, 2004; Delannoy
et al, 2013). Un extenso estudio aleman detect6 el serotipo O145:H28 en 6% de
460 aislamientos clinicos de STEC (Beutin et a/, 2004). Sumado a ello, un estudio
noruego reportd un brote de diarrea por STEC O145:H28 que afecto a 16 nifos
menores de 5 anos (Wahl et al, 2011).

Varios estudios realizados en Argentina informaron que los serotipos de
STEC hallados con mayor frecuencia fueron O157:H7 (60-76%) y O145:NM (13-
29%) en infecciones humanas (Rivas et al, 2003; Rivas et al, 2008; MSAL 2015;
Oderiz et al, 2018).
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En esta investigacion, los aislamientos de STEC presentaron los genes de
virulencia: toxina shiga (stx2), intimina (eae) y enterohemolisina (ehxA). Las
toxinas Shiga (Stx1 y Stx2) constituyen el principal factor de virulencia de STEC
(Lopardo et al, 2016). Las cepas de STEC que producen Stx1 o Stx2 han sido
reportadas en estudios de numerosos paises como Alemania, Francia, Iran,
Suecia, Uruguay, Brasil y Nueva Zelanda, mientras que la presencia de
aislamientos de STEC productores de ambas toxinas (Stx1 y Stx2) fue informada
en nifios con diarrea de Iran, TUnez y Francia (Pradel et al, 2000; Al-Gallas et al,
2007; Beutin et al, 2007; Jafari et al, 2009; Abbasi et al, 2014; Jaros et al, 2014;
Bai et al, 2018). En Argentina, los reportes oficiales indicaron que los principales
factores de virulencia de STEC asociados a infeccion humana fueron stx2, eae'y
ehxA (Malbran 2014; Lopardo et al, 2016). De igual modo, diversos estudios
clinicos de cepas STEC aisladas de nifios con diarrea de la Provincia de Buenos
Alres reportaron que los genes de virulencia stxZ, eaey ehxAfueron hallados con

mayor frecuencia (Gomez et al, 2010; Zotta et al, 2015; Oderiz et al, 2018).

La electroforesis en gel de campo pulsado o PFGE (Pulsed-Field Gel
Electrophoresis), es el procedimiento de subtipificaciobn mas utilizado para
diferenciar cepas bacterianas que causan brotes de infeccion comunitarios. Ante
la sospecha de un brote, se enviaron las cepas STEC al Servicio de Fisiopatogenia
del ANLIS-Malbran, donde se analizaron dos aislamientos entéricos de STEC
O157:H7 recuperados al mismo tiempo en areas geograficas distanciadas, una
proveniente de un nifio de Tandil y otra detectada en un nifio de la provincia de
Santa Fe. Ambas cepas STEC presentaron los mismos factores de virulencia y el
mismo patron PFGE. En Argentina, la mayoria de los brotes epidémicos y casos
esporadicos de SHU se han asociado con cepas STEC del serotipo O157:H7. Los
patrones de Xbal-PFGE obtenidos de cepas STEC circulantes en Argentina
demostraron una alta diversidad genética, siendo frecuente el patrén PFGE
AREXHX01.0011 (Rivas et al, 2006; Gémez et al, 2010; Rivas et al, 2010; Rivas et
al, 2011).
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Los tres nifios de Tandil con infeccion por STEC presentaron menos de 5
anos. En Argentina, las infecciones por STEC son registradas mediante el Sistema
Nacional de Vigilancia de Salud y la notificacion de dichos casos tiene caracter
obligatorio e individualizado a partir del afio 2000. Respecto a la distribucion de
casos segun la edad, los nifios argentinos menores de 5 afios abarcaron el 84%
de las notificaciones (Rivas et al, 2011; MSAL 2012).

Diversos autores han demostrado que la presentacion clinica de la
infeccion con cepas STEC O157 y no-O157 presenta diferencias en cuanto a
severidad y duracidn del cuadro (Rivas et al, 2006; Hedican et al, 2009). Dos nifios
tandilenses infectados por cepas STEC O157 presentaron cuadros clinicos de
SHU, mientras que el nifio infectado con la cepa O145:H28 (no-O157) desarrolld
una diarrea sanguinolenta de curso prolongado. Respecto de la presentacidon
clinica, un extenso relevamiento hospitalario sobre 28.000 casos de diarrea
reportd que los casos infectados con STEC O157 presentaron diferencias
significativas en frecuencia de diarrea sanguinolenta, hospitalizacion y SHU en
comparacion con los casos de diarrea infectados con STEC no-O157. Ademas, en
dicho trabajo se reportd que todos los casos de SHU fueron producidos por
aislamientos STEC pertenecientes al serotipo O157 (Hedican et al, 2009).
Resultados similares fueron hallados nifos con STEC de Noruega, los cuales
estuvieron infectados con serotipos no-O157 y ninguno desarrollé SHU (Afset et
al, 2003). De igual modo, un estudio prospectivo basado en nifios con diarrea
demostré que la duracion media de la diarrea fue significativamente mayor en

nifos infectados por cepas no-0O157 (Klein et al, 2002).

En el periodo estudiado no se detectaron aislamientos de £ coli del
serogrupo O104. Este patégeno STEC no-O157 ha sido responsable de un brote
de diarrea sanguinolenta y sindrome urémico hemolitico ocurrido en Alemania,
diversos paises de Europa, Estados Unidos y Canada, causando 3.332 casos de
infeccién por STEC, incluyendo 818 casos de SHU y 36 muertes (Scheutz et al,
2011; Robins-Browne et al, 2016).

NORA MOLINA PAGINA|158



DISCUSION

La morbilidad y mortalidad asociadas a las infecciones entéricas por
Shigella spp. constituyen un problema relevante de salud en el mundo (Kotloff et
al, 2013). En los nifos de Tandil, la frecuencia de infeccion por Shigella spp. fue
cercana a 5%. Las especies halladas fueron S. flexneri (90%) y S. sonnei (10%).

Las especies de Shigella presentan una distribucion geografica
heterogénea. Kahsay y Muthupandian (2016) realizaron una extensa revisidon
sobre cuadros de diarrea causados por Shigella en paises de Asia, Africa y
Sudamérica durante el periodo 2001-2014. Dichos autores hallaron un
predominio de S. flexnerien nifios menores de 15 afios de Etiopia, Kenia, Eritrea,

Ghana, Pakistan, China, Iran, Nepal, India y Brasil.

En India, diversos estudios de shigelosis reportaron que la especie mas
frecuente fue S. flexneri (60%), seguido por S. sonnei (24%), S. dysenteriae (10%)
y S. boydii (6%) (Pazhant et al, 2005; Mandal et al, 2012). No obstante, el
predominio casi absoluto de la especie S. flexneri en pacientes con shigelosis fue
reportado por varios autores. En India, un extenso relevamiento quinquenal
realizado por Mamatha y Rithuparna (2012) demostré que dicha especie alcanzo
95% de los aislamientos de Shigella spp. Resultados similares (91%) fueron
reportados en otro estudio de pacientes indios con dicha infeccion (Mandal et al,
2012). En China, Yang et al (2013) observaron la preponderancia anual de la
especie S. flexneri(84%) en la poblacion con diarrea investigada durante los siete
ahos del estudio.

En Latinoamérica, el predominio de S. flexneri en cuadros diarreicos fue
reportado en Brasil, Bolivia, Uruguay, Chile, México y Paraguay (Torres et al, 2001;
Silva et al, 2008; Rolfo et al, 2012; Zaidi et al, 2013; Baca et al, 2014). En
Argentina, los reportes oficiales sefialaron que S. flexneri ha sido reconocida
como el principal agente causal de diarreas bacterianas que afectan a los nifios
menores de cinco afios (MSAL 2012; Lopardo et al, 2016). Sumado a ello, dicha
especie fue hallada con mayor frecuencia en pacientes con diarrea atendidos en
hospitales publicos de La Plata, Santa Fe, Capital Federal, Corrientes, General

Roca, Rosario y Cérdoba (Merino et al, 2004; Balbachan et al, 2007; Giugno y
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Oderiz 2010; Cortes et al, 2010; Landolt et al, 2010; Rolfo et al, 2012; Durany et
al, 2014; Casabonne et al, 2016; Molinari et al, 2018)

El patogeno Shigella spp. fue hallado en nifios de todos los grupos etarios,
sin embargo, el 70% de los aislamientos correspondio a niflos menores de 5 afios.
En el contexto mundial, siete de cada diez casos de shigelosis se produjeron en
este grupo etario (Kotloff et al, 2013). Ejemplos de esta situacion fueron
reportados en Brasil, China, Eritrea y Nepal (Kahsay et a/, 2015; Tian et al, 2016).
Asimismo, dos estudios de hospitales de Argentina sefalaron el predominio de
shigelosis en nifos menores de 5 afios y fueron concordantes con lo publicado

en otros paises (Guigno y Oderiz 2010; Rolfo et al, 2012)

Respecto a la edad, Shigella spp. fue detectada en nifios con cuadros
diarreicos agudos y prolongados. En 2017, Schilling et al. realizaron un extenso
relevamiento de cuatro afios sobre la duracion de la diarrea en nifios de Kenia
enrolados en el Estudio Entérico Global Multicéntrico (GEMS). Los autores de este
estudio detectaron a dicho patdgeno en la poblacion con cuadros agudos,
prolongados y persistentes. En 2013, Becker et al condujeron una revisién sobre
desordenes digestivos persistentes causados por agentes infecciosos. En dicho
estudio, se menciond a Shigella spp. como un patégeno capaz de causar cuadros
diarreicos agudos, disentéricos y persistentes. Otra revision sistematica sobre
nifos con diarrea de nueve paises en desarrollo indicdé que dicha bacteria fue
hallada entre 2% y 5% de los cuadros de mayor duracion (Abba et a/,2009). Dicha
observacion también ha sido sefialada por otros autores (Ahmed et al, 2001;
Bhutta 2006; Giannatasio et al, 2016). Segun Thapar y Sanderson (2004), la
prolongacién del cuadro diarreico por Shigella spp. podria deberse a la invasion
de la mucosa coldnica y la induccidn de una respuesta inflamatoria que perpetta
el cuadro intestinal.

Ocho de los diez aislamientos de Shigella spp. presentaron resistencia a
uno o Vvarios antimicrobianos (ATM). La resistencia bacteriana a los
betalactamicos alcanzé 70% de los aislamientos, mientras que dicho fenomeno

fue relativamente menor (10%) para fluoroquinolonas e inhibidores de via de los
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folatos. Al respecto, cinco estudios realizados en poblacién con diarrea de India
durante los ultimos 20 afios reportaron amplias variaciones en la susceptibilidad
de Shigellaspp. frente a los distintos ATM. Los autores de dichos trabajos hallaron
frecuencias de aislamientos resistentes a Ampicilina (AMN) entre 42% y 100%,
Trimetoprima-sulfametoxazol (TMS) entre 55% y 100%, Acido Nalidixico (NAL),
Ciprofloxacina (CIP) y Cefalosporinas de tercera generacidon (C3G) entre 0% y
100% (Dutta et al, 2002; Taneja et al, 2007; Patil et al, 2012; Anandan et al, 2017).
Por el contrario, en China, Yang et al (2013) reportaron frecuencias de resistencia
mayores a 80% para AMN, TMS y NAL en aislamientos clinicos de Shigella spp. y
menores a 28% para CIP y C3G. Resultados similares fueron hallados por los
autores de un estudio longitudinal irani sobre 270 aislamientos clinicos de
Shigella spp. (Aminshahidi et al, 2017)

Con respecto a las fluoroquinolonas, una extensa revision sistematica
realizada por Gu et al (2012) sobre susceptibilidad de Shigella spp. en cuatro
continentes reveld frecuencias de cepas resistentes variables segun la region. Por
ejemplo, en Asia y Africa, el porcentaje de resistencia fue 34% para NALy 5% para
CIP. Sin embargo, dichos valores sufrieron incrementos progresivos anuales con
aumentos hasta 64% de los valores previamente observados. A diferencia de ello,
en Europa y América, los porcentajes de resistencia fueron menores a 6% para

ambos ATM.

En Argentina, la resistencia de Shigella spp. a los ATM mostré6 amplias
variaciones. Por ejemplo, Manera et al (2017) estudiaron el perfil de resistencia
de dicha bacteria en la poblacién con diarrea atendida en el Hospital de Cérdoba
durante 2010-2015. Los autores reportaron resistencias bacterianas de 53% a
AMN 'y de 40% a TMS, con ausencia de cepas resistentes a C3G, CIP y Fosfomicina.
Otro estudio realizado en Buenos Aires con pacientes atendidos en un centro de
salud privado informé valores de resistencia a AMN entre 67% y 73% y a TMS
entre 43% y 49% durante el periodo 2005-2011 (Bajuk et al, 2016). Mas aun, otro
trabajo reciente desarrollado por Molinari et al (2018) en nifios con diarrea de la
misma provincia detectd una frecuencia de Shigella spp. resistente a TMS cercano
a 15%.
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Un extenso estudio sobre aislamientos de Shigella spp. provenientes de
centros de salud realizado por la Red WHONET de Argentina reporto los valores
de resistencia mas elevados para AMN, TMS y cloranfenicol, mientras que la
resistencia a fosfomicina, C3G y nitrofurantoina fueron muy bajos o nulos.
Sumado a ello, el estudio temporal de dicha informacién durante 1994-2009,
presentd una marcada tendencia decreciente en la resistencia a TMS para la
especie S. flexneriy un incremento de dicho fenomeno para AMN en S. sonne(
(Galas et al, 2010). Asimismo, dicha red nacional informé la amplia variabilidad
geografica de los resultados y emergencia de nuevos perfiles de resistencia,

destacando la necesidad de vigilancia antimicrobiana continua.

Por ultimo, una exhaustiva revision sistematica sobre el tratamiento de
shigelosis ha incluido estudios clinicos controlados y aleatorizados de los ultimos
40 afios, concluyendo que la administracidon de antimicrobianos (ATM) en esta
infeccion reduce la duracidon del episodio diarreico (Niyogi et al, 2007). Una
segunda conclusion de este trabajo fue que la eleccion del farmaco debe estar
claramente sustentada por los patrones de sensibilidad a los ATM locales,
periddicamente actualizados a partir de los aislamientos bacterioldgicos de
Shigella spp. (Niyogi et al, 2007; Christopher et al, 2010).

La frecuencia de infeccidn intestinal por Salmonella No tifoidea (SNT) fue
cercano a 3%. En coincidencia con la bibliografia, el grupo bacteriano OMA fue
prevalente, mientras que el OMB se hallé en menor proporcion (Chiappini et al,
2002; Maraki et al, 2003; Jafari et al, 2008; Nunes et al, 2012; Yu et al, 2015).
Todos los nifios con salmonelosis presentaron enfermedad diarreica intestinal
(Caffer et al, 2001). En cumplimiento con las recomendaciones vigentes, en la
presente tesis, no se realizaron estudios de sensibilidad en los aislamientos
intestinales de S. enterica. Dicho consenso sobre las pruebas de sensibilidad
antibacteriana en £nterobacteriaceae, ha indicado que, solamente debe realizarse
el estudio de sensibilidad a los ATM en casos de infeccidn por Salmonella enterica
serovar Typhty de SNT provenientes de aislamientos extraintestinales (CLSI 2015;
Murray 2014; Lopardo et al, 2016; WHONET 2017).
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S. enterica es una de las cuatro causas principales de enfermedades
diarreicas a nivel mundial. Estudios realizados en diversos paises han reportado
frecuencias de infeccion de SNT entre 2% y 11% en poblacién con diarrea de
China, Italia, Brasil, Iran y Grecia (Chiappint et al, 2002; Maraki et al, 2003; Jafari
et al, 2008; Nunes et al, 2012; Yu et al, 2015). Valores mas elevados fueron
reportados en India y Africa. Por ejemplo, en Calcuta, Saha et al (2001) estudiaron
nifos con diarrea detectando una frecuencia de salmonelosis intestinal en 15%
de los casos. Asimismo, Im et al (2016) realizaron un estudio sobre la prevalencia
de dicho patdégeno en alrededor de dos mil habitantes de Guinea-Bissau y
Senegal, hallando prevalencias de infeccién hasta 24%. Resultados similares de
salmonelosis por SNT fueron reportados por Wet et al (2016) en nifios con diarrea
de Shanghat.

En Argentina, los reportes oficiales sefialaron que SNT ha sido reconocida
como el tercer agente causal de diarreas bacterianas que afectan a los nifos
menores de 5 afos, detras de Shigella spp. y de EPEC (MSAL 2012). Al respecto,
un estudio multicéntrico realizado por Binsztein et al (1999) abarcé poblacion
pediatrica de siete localidades del pais durante un sexenio. Dichos autores
estudiaron mas de 4.300 nifos y hallaron una frecuencia de infeccion por SNT en
4,6% de los cuadros diarreicos agudos. Asimismo, la frecuencia de aislamiento de
dicha bacteria vari6 entre 1,2% y 5,2% en pacientes con diarrea atendidos en
hospitales publicos de Buenos Aires, Corrientes, Rosario, Cordoba, La Plata y
Santa Fe (Notario et al, 1996; Gambandé et al, 2006; Balbachan et al, 2007;
Giugno y Oderiz 2010; Medina et al, 2010; Cortes et al, 2010; Landolt et al, 2010).
En contraposicion, valores mas elevados (10%) fueron reportados en nifios con

diarrea de Santa Fe y Chaco (Aro et al, 2013; Garcia Saito et al, 2017).

El patdogeno SNT fue hallado en lactantes mayores y preescolares con
similar proporcién en ambos grupos. No se observaron infecciones por dicho
patdgeno en nifos de mayor edad. Esta distribucion etaria de los nifios con
salmonelosis fue similar a lo reportado por autores de diversos paises. Un estudio
temprano realizado por Kazemi et al (1974) en Canada hall6 la mayor frecuencia

de infecciones por SNT en nifios entre 1y 3 afios. En 2016, Tian et al estudiaron
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los patdgenos entéricos en niflos menores de 5 aflos con diarrea provenientes de
seis provincias de China. Dichos autores reportaron que dicha bacteria fue mas
frecuente en nifos preescolares que en lactantes. Asimismo, Chung et al (2017)
demostraron que SNT fue el agente etioldgico de diarreas mas frecuente en nifios
menores de 5 afios de Taiwan. Ademas, los autores informaron que la mayor
frecuencia de infeccion fue hallada en nifios entre 2 y 3 afos de vida, con una
disminucién marcada luego de esa edad. El predominio de esta bacteria en
preescolares sobre los lactantes también fue reportado en otro estudio de dicho
pais (Chen et al, 2013).

La salmonelosis intestinal aguda representd 83% de los casos, mientras
que un nifio de edad preescolar presentd un cuadro de diarrea por SNT cuya
duraciéon fue de 10 dias. Este patdogeno entérico suele producir gastroenteritis
aguda que no requiere terapia antimicrobiana, sin embargo, puede causar un
amplio espectro clinico, desde la colonizacion intestinal (estado portador) hasta
la enfermedad fatal (Fierer et a/, 2001).

La duracion temporal de la gastroenteritis por SNT en poblacion menor de
15 aflos ha sido estudiada en Canada por Kazemi et al (1974). Estos autores
reportaron cuadros compatibles con DPO, con una duracion promedio de 9 dias
de diarrea, y un rango entre 2 y 60 dias de evolucion. Ademas, la categorizacion
en grupos etarios demostré que las salmonelosis entéricas en lactantes y
preescolares presentaron cuadros compatibles con DPO y DPE. Del mismo modo,
este patdgeno fue hallado en niflos con DAG, DPO y DPE de Kenia y en cuadros
persistentes de diarrea en el Sudeste asiatico. (Abba et al, 2009; Schilling et al,
2017). Sumado a ello, Marzel et al (2016) estudiaron mas de 48.000 aislamientos
de SNT ocurridas en Israel durante 18 afos, de los cuales cerca de 2,2% fueron
infecciones persistentes. Los autores indicaron que el 65% de los nifios infectados
con dicha bacteria presentaron cuadros de diarrea recurrente durante la etapa de
eliminacion fecal del patdégeno y postularon una presentacion clinica diferente

del estado de portador asintomatico cronico.

La gastroenteritis aguda es una de las enfermedades mas frecuentes en el

mundo. En particular, los virus entéricos han sido reconocidos causas relevantes

NORA MOLINA PAGINA |164



DISCUSION

de dicha enfermedad en la edad pediatrica (Wilhelmi et a/, 2003; Ruiz-Palacios
et al, 2006). En los nifos estudiados, la frecuencia de infeccién por Rotavirus fue
menor a 4%. Dicho valor fue menor al publicado por otros autores. Por ejemplo,
Parashar et al. (2003) recopilaron informacién, publicada en el periodo 1986-2000
sobre la morbilidad mundial por Rotavirus en pediatria. Los autores hallaron que
las infecciones por dicho virus representaron entre 8% y 21% de las diarreas en
el periodo relevado. Asimismo, en paises latinoamericanos como México,
Venezuela y Uruguay, la frecuencia de Rotavirus varié entre 8%y 22% de los nifios
con diarrea (Flores-Abuxapqui et al, 1994; Torres et al, 2001; Cermefio et al,
2008). Por el contrario, los valores mas elevados de gastroenteritis por Rotavirus
en pediatria fueron reportados en Europa occidental con frecuencias entre 25%
a 63% (Ogilvie et al, 2011). Similares resultados (16% a 61%) fueron observados
en Oriente medio y Africa del norte (Khoury et al, 2011).

La baja frecuencia de rotavirosis en la poblacion con diarrea atendida en
el hospital de Tandil pudo deberse a la incorporacién de la vacuna contra dicho
virus al calendario nacional a partir de enero de 2015. En el mundo, la
introduccién de dicha vacuna ha mostrado una reduccion significativa de las
gastroenteritis y las hospitalizaciones por este agente causal (Ruiz-Palacios et al,
2006; Curns et al, 2010). En Argentina, la vacuna monovalente humana a virus
atenuado Rotarix® se incluyé en el Calendario Nacional de Inmunizaciones
durante 2015, con un esquema de dos dosis (2 y 4 meses). En el pats, los estudios
sobre Rotavirus en la era prevacunal reportaron que dicho virus fue el
responsable de 13% a 26% de las diarreas en pacientes ambulatorios (Giordano
et al, 2001; Garcia Roig et al, 2013; Cérdoba et al, 2017; Areso et al, 2018).

De igual modo, en 2013, Degiuseppe et al realizaron un estudio de
vigilancia epidemiologica sobre Rotavirus en el trienio 2009-2011. Los autores
estimaron una frecuencia de infecciéon anual cercana a 28% de los nifos
argentinos hospitalizados.

Recientemente, Neyro et al (2017) describieron la situacidén
epidemioldgica de la diarrea aguda en niflos de Argentina en el contexto de la

vacunacién contra Rotavirus. Los investigadores hallaron una reduccidon
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significativa en la tasa de notificacion de diarreas luego de la administracion de
la vacuna antedicha. Mas aun, los autores reportaron que el mayor impacto de
este fendmeno fue observado en los lactantes menores de las regiones Noreste
y Centro del pais. Ademas, Degiuseppe et al (2017) estudiaron el impacto de la
incorporacion de la vacuna antirotavirus al Calendario Nacional en nifios
argentinos con diarrea aguda, hallando una disminucion significativa del 50% en
los casos reportados al SNVS-SIVILA respecto a afios anteriores.

La mayor tasa de rotavirosis estuvo asociada a nifios en edad preescolar,
mientras que la infeccidn estuvo ausente en niflos menores de 1 afio. En
Latinoamérica, un estudio de vigilancia de gastroenteritis por Rotavirus, durante
la época prevacunal sefald que alrededor de la mitad de los casos fueron
lactantes (Schaetti et a/,2009). Sin embargo, un extenso trabajo realizado en
Estados Unidos demostro una disminucion significativa de la incidencia de
Rotavirus en aflos posteriores a la introduccidon de la vacuna y una reduccion
cercana al 80% en la incidencia de la infeccidon en los nifios de menor edad

(Gastanaduy et al, 2013).

La infeccién aguda por Rotavirus representd 88% de los casos, mientras
que un lactante presentd un cuadro de DPO. Al respecto, Becker et al (2013)
sefialaron que diversos virus entéricos, incluido Rotavirus, son capaces de causar
desdrdenes digestivos que lesionan la mucosa digestiva y perduran en el tiempo.
Dichos resultados coinciden con una revision sistematica realizada por Abba et
al. (2008). Los autores revelaron que dicho virus ha sido responsable de 2% a 12%
de los cuadros persistentes en nifios del Sudeste asiatico y del continente

americano.

La vigilancia epidemiologica de laboratorio de Argentina (Sistema de
Vigilancia de Laboratorio-SIVILA/SNVS) sefialé a Rotavirus como el principal
agente etiologico de diarreas agudas (Areso et al, 2018). Sin embargo, en esta
investigacion, dicha infeccion viral se observd en baja frecuencia. Este resultado
podria deberse a un menor nimero de consultas médicas porque los casos

fueron mas leves o totalmente asintomaticos. Al respecto, el Comité europeo de

NORA MOLINA PAGINA |166



DISCUSION

Rotavirus pediatrico investigd el impacto de la enfermedad en niflos menores de
5 afios. Dicho comité indicé que practicamente la totalidad de los nifios sufrira
una o mas infecciones por este virus, independientemente de la presentacidén
clinica de la infeccidon. Al respecto, un ensayo clinico de vacuna en nifos
finlandeses hallé que solamente uno de cada siete nifios presentd una infeccion
sintomatica y que alrededor de 28% de los casos sintomaticos fueron atendidos
en el hogar (PROTECT 2006). Dicho grupo de investigacion seialé que los datos
disponibles sobre la carga de la enfermedad por Rotavirus muestran una gran
variabilidad en el disefio del estudio y la definicion de casos. Asimismo, reporto
la limitada informacion sobre los casos de diarrea por rotavirus tratados en el
hogar o en otros entornos de salud, destacando la necesidad de estudios de
vigilancia estandarizados que aborden la carga de la enfermedad por Rotavirus y
sus determinantes para los diferentes entornos de la atencidn sanitaria, asi como
estudios econdmicos sobre los costos médicos y no médicos de la infeccidén

(PROTECT 2006).

La frecuencia de infeccidon con parasitos entéricos en nifios sintomaticos
con diarrea fue menor a 6%. Estos resultados estan en coincidencia con los
publicados por Fletcher et al (2013a). Dichos autores realizaron una extensa
revision sistematica con meta-analisis de 60 articulos y demostraron que los
parasitos entéricos fueron reportados en una baja proporcion de los cuadros
diarreicos. De igual modo, dos estudios prospectivos europeos presentaron
frecuencias de infeccidon parasitaria entre 1% y 8% en nifios con diarrea (Uhnoo
et al, 1986; Svenungsson et al, 2000). Frecuencias menores a 10% fueron
observadas en niflos con diarrea provenientes de Dinamarca, Pakistan, Estados
Unidos, Nigeria, Jordan, Palestina, Uruguay, China y Etiopia (Youssef et a/, 2000;
Torres et al, 2001; Adamu et al, 2006; Klein et al, 2006; Adnan et al, 2008; Ejiofor
et al, 2011; Stensvold et al, 2011; Zhang et al, 2016).

Por el contrario, diversos estudios argentinos han reportado mayores
frecuencias de parasitos intestinales en la poblacion. (Borda et al, 1996;
Costamagna et al, 1999; Costamagna et al, 2002; Soriano et al, 2005; Menght et
al, 2007; Basualdo et al, 2007; Milano et al, 2007; Zonta et al, 2010; Molina et al,
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2011, Molina et al, 2014; Soclas et al, 2014; Grendvero et al, 2014; Basualdo et
al, 2015; Basualdo et al, 2016; Molina et al, 2016; Del Coco et al, 2017).

La frecuencia de infeccion por los protozoos Cryptosporidium spp.,
Blastocystis spp. y G. intestinalis fue baja y no se hallaron helmintos intestinales
en los nifos con diarrea. Al respecto, una extensa revision sistematica sobre
cuadros diarreicos en Bangladesh, India, Brasil, Guatemala, México, Tailandia,
Camboya y Zambia realizada por Abba et al (2009) documenté la presencia de
G. intestinalis, Cryptosporidium spp.y E. histolytica con frecuencias de infeccién
menores a 10% en la poblacion pediatrica con sintomas gastrointestinales.
Valores similares fueron reportados en la poblacion que se atendio en hospitales
de India y Etiopia (Mukherjee et al, 2009; Firdu et al, 2014).

Mayores frecuencias de infeccion protozoaria en nifios con diarrea han
sido observadas en otros estudios. Por ejemplo, Alegria y Ramos (2015)
condujeron un estudio transversal retrospectivo en un hospital rural en el sur de
Etiopia durante 2007-2012. Los autores incluyeron mas de 13.000 nifios etiopes
con diarrea aguda, de los cuales, 26% presentaron infeccion parasitaria, siendo
G. intestinalis el protozoo aislado con mayor frecuencia. De igual modo, Kaur et
al. (2002) investigaron la diarrea de origen parasitario en 130 nifios de India y
comunicaron que Cryptosporidium spp. y G. intestinalis, los patdogenos hallado
con mayor frecuencia. En Kenia, un estudio multicéntrico realizado en nifios
menores de 5 afios con diarrea revel6 que los parasitos mas frecuentes fueron G.
intestinalisy Cryptosporidium spp. (Schilling et al, 2017). Asimismo, una revision
de 27 estudios, realizados en poblacién de Africa Subsahariana, sefialé que los
principales agentes parasitarios productores de diarrea fueron Cryptosporidium

spp., Cyclospora spp., Entamoeba spp. y Blastocystis spp (Fletcher et al, 2013b).

Elrol de Blastocystis spp. en los cuadros de gastroenteritis es controversial,
sin embargo, diversos reportes han establecido su asociacion con dolor
abdominal, DPE y sindrome de intestino irritable (Dogruman-Al et al, 2009; Stark
et al, 2007; Jiménez-Gonzalez et al, 2011). Al respecto, un estudio danés
realizado por Stensvold et al (2011) hallé Blastocystis spp. en 6% de la poblacion

con diarrea. De modo similar, Svenungsson et al (2000) condujeron un estudio
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de cohorte prospectivo en pacientes sintomaticos con diarrea y hallaron que la
poblacion infectada con Blastocystis spp. presentod diferencias significativas
frente al grupo control. Valores mas elevados de infeccién por dicho parasito han
sido reportados en otros estudios de Argentina. Por ejemplo, un estudio realizado
por Grossi et al (2017) en poblacion sintomatica con diarrea del conurbano
bonaerense reportd una frecuencia de Blastocystis spp. cercana a 20%. Sin
embargo, los autores no reportaron la presencia de otros patdogenos entéricos
que pudieron haber influido en la presentacion clinica del cuadro.

Una extensa revision bibliografica de los ultimos 20 afios revelo la
presencia de Blastocystis spp. en 33% de la poblacion. Sin embargo, todos los
estudios incluidos utilizaron un diseio de tipo comunitario, sin considerar la
presencia de manifestaciones clinicas intestinales por lo que se desconoce la

frecuencia de dicho parasito en la poblacién sintomatica (Molina et al, 2016).

En los nifos con diarrea de Tandil no se hallaron helmintos intestinales. En
Argentina, las helmintiasis presentan una distribucién geografica heterogénea,
con areas de alta prevalencia en el noreste y noroeste del pais, y diversos focos
localizados en diversas provincias del pais (Costamagna et al, 2002; Soriano et
al, 2005; Menght et al, 2007; Milano et al, 2007; Zonta et al, 2010; Saboya et al,
2011; Socilas et al, 2014).

La ausencia de dichos parasitos en los nifios con diarrea de Tandil pudo
deberse a diversos factores. En primer lugar, las manifestaciones clinicas de una
helmintiasis intestinal estan en clara dependencia con la carga parasitaria, la
infeccion entérica con un bajo nimero de ejemplares suele cursar asintomatica.
Sumado a ello, dichos parasitos se distribuyen en forma heterogénea en la
poblacién, una proporcidon reducida de individuos concentran un gran nimero
de ejemplares, mientras que el resto de la poblacion puede estar infectada con
baja carga parasitaria y permanecer asintomatica (Bundy et al, 1992; Mirdha et
al, 2002; Okello et al, 2017). Por otro lado, la ausencia de helmintos podria
deberse a factores climaticos adversos (Knopp et al, 2009; Juarez y Rajal 2013).
Diversos estudios han demostrado que las variables climaticas pueden afectar la

prevalencia, intensidad y distribucién geografica de los helmintos (Schar et al,
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2013). Una revision sistematica reciente que incluyd informacion de Argentina,
Bolivia, Brasil, Chile, Colombia, Ecuador, Guayana Francesa, Guyana, Paraguay,
Perd, Surinam, Uruguay y Venezuela demostro la asociacion significativa de los
helmintos con la temperatura y las precipitaciones. Ademas, los autores del
estudio sefalaron que las temperaturas ambientales extremas ejercieron un
efecto negativo sobre el desarrollo de larvas parasitarias, lo que provocaria una
disminucion de la infeccidn entérica en regiones con variables climaticas adversas

(Chammartin et al, 2013).

Las diferencias en las frecuencias de infeccion por protozoos en
comparacion con estudios publicados por otros investigadores pudieron estar
asociadas a diversos factores. En principio, una amplia revision sistematica indicé
que las consultas médicas en los cuadros de diarrea varian alrededor de 35%
(Lamberti et al,2012). Por ejemplo, Das et al (2013) reportaron que las principales
causas de la baja frecuencia de atencion fueron la percepcidon materna de
enfermedad leve y el costo elevado de la medicacion. Page et al (2011) indicaron
que la distancia a recorrer y el costo econdmico fueron aspectos limitantes al
momento de decidir el traslado del nifio al centro asistencial. Segun Firdu et al
(2014), la discrepancia en los valores reportados en los distintos estudios podria
deberse a variaciones en las practicas higiénicas o las condiciones de vida de los
nifos con diarrea. Asimismo, Schilling et al (2017), hallaron una relacién
significativa entre la infeccion por Cryptosporidium spp. y ciertas caracteristicas
como el suministro inadecuado de agua potable o la incorrecta eliminaciéon de

excretas.

La baja frecuencia de parasitosis intestinal en nifios de Tandil respecto a
otros autores, también podria deberse a diferencias en el tipo de disefio
(comunitario, a demanda), en los criterios de inclusion de los participantes
(asintomaticos, sintomaticos, toda la poblacion), en el grupo etario (nifos,
escolares, adultos), en el tipo de recoleccion de las heces (una muestra fecal,
recoleccidn seriada), en el periodo de recoleccion, en los métodos de diagndstico

utilizados (microscopia, coloraciones permanentes, deteccion de antigenos
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parasitarios, deteccion de larvas, amplificacion de acidos nucleicos), en las
caracteristicas sanitarias de la poblacion estudiada (excretas, agua potable), en el
tipo de suelo, en la estacionalidad o en los factores climaticos del area en estudio
(temperatura, humedad relativa, precipitaciones).

En relacién a los aspectos metodoldgicos, en esta investigacion se
recolectd una Unica muestra de heces priorizando la oportunidad diagnostica y
la vigilancia activa de las infecciones intestinales. La recoleccion fecal seriada ha
sido recomendada para incrementar la deteccién parasitaria. Sin embargo, la
muestra Unica de heces frescas para la deteccidon conjunta de bacterias, virus y
parasitos entéricos, en nifos con diarrea que concurren al hospital, ha sido
utilizada por numerosos estudios prospectivos de Brasil, China, Estados Unidos,
Etiopia, India, Iran, Jordania, Kenia, México, Sudafrica, Uruguay y Venezuela, entre
otros (Flores-Abuxapqui et al, 1994; Torres et al, 2001; Klein et al, 2006; Nguyen
et al, 2006; Anvikar et al, 2008; Cermefio et al, 2008; Moore et al, 2010; Kermant
etal,2010; Huruy et al, 2011; Zhang et al, 2016; Shrivastava et al, 2017; Operario
et al, 2017; Schilling et al, 2017). Asimismo, un extenso estudio multicéntrico de
casos y controles sobre patdgenos en 12.000 nifios con diarrea utilizod la
recoleccién de una Unica muestra de heces frescas para la deteccién de bacterias,

virus y parasitos intestinales (Levine et al, 2012; Panchaginlam et a/, 2012).

En esta investigacion, la infeccidn entérica por un Unico patégeno fue mas
frecuente y la mayoria de las coinfecciones fueron causadas por dos bacterias
patdgenas. Este hallazgo estuvo en concordancia con diversos estudios que
sefialaron frecuencias de coinfeccién variable entre 3% y 65% (Giugno y Oderiz
2010; Moore et al, 2010; Huruy et al, 2011; Zhang et al, 2016; Andersson et al,
2018). La presencia de coinfeccién de dos bacterias patdgenas en cuadros
diarreicos fue sefalada por autores de diversas regiones. Por ejemplo, dos
estudios realizados en India hallaron un predominio de dichas coinfecciones en
la poblacién pediatrica (Kahalt et al, 2004; Rajendran et al, 2010). Hallazgos
similares de coinfeccion bacteriana fueron reportados por investigadores de
Tanzania, Tunez, Nepal, Bolivia y Paraguay (Moyo et al, 2007; Al-Gallas et al,
2007; Gonzales et al, 2013; Khan et al, 2014; Weiler et al, 2017).
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A diferencia de ello, las coinfecciones entéricas producidas por bacterias y
virus fueron prevalentes en otros estudios. Dos extensos trabajos realizados en
regiones de China reportaron que la infeccion conjunta de Rotavirus y DEC fue la
combinacidon mas frecuente en nifos con gastroenteritis aguda (Wang et al,
2015; Zhang et al, 2016). Resultados similares de coinfeccion bacteriana y viral
en nifios con diarrea fueron reportados en India y en Burkina Faso (Nitiema et al,

2011; Shrivastava et al, 2017).

En esta investigacién, la mayoria de los niflos con cuadros diarreicos se
observo en el gje urbano norte-noroeste-noreste de Tandil (regidn periférica). Un
exhaustivo estudio realizado por Lan (2011) sobre la distribucién socio-espacial
de dicha ciudad indic6 que la region periférica esta constituida por un
aglomerado urbano con alta exclusidon territorial, con barrios informales,
deficientes condiciones materiales de las viviendas ,escasa o ausente
infraestructura de red cloacal, gas o agua corriente, situacion precaria del
ambiente domeéstico, baja cobertura en salud, alta frecuencia de hogares con
necesidades basicas insatisfechas y dificultades en el acceso a la atencion
primaria de la salud, las escuelas y el transporte publico de pasajeros. De modo
similar, Fernandez y Ramos (2013) demostraron que el sector norte y noroeste de
la ciudad estd mayormente conformado por conjuntos habitacionales
promovidos por el Estado y viviendas unifamiliares de menor calidad edilicia, con
escasa dotacidn de servicios publicos, la ausencia de espacios verdes y la mayor

distancia al centro urbano.

En el mundo se estima que alrededor de 3.500 millones de casos de diarrea
anuales pueden ser atribuidos a la insalubridad del agua y a deficiencias de
saneamiento y de higiene (OMS 2007). Diversos trabajos han reportado la
relacion entre las inadecuadas condiciones higiénico-sanitarias y la elevada
frecuencia de diarrea. En Etiopia, Beyene et al (2018) investigaron la distribucion
espacial de las diarreas. Los autores hallaron una asociacion significativa de la
diarrea en nifos de tres areas geograficas con factores ambientales como calidad

del agua de consumo y contacto con animales domésticos y de granja.
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En Ghana, Osei y Stein (2017) estudiaron los patrones geograficos y las
areas de alta densidad de diarreas durante cuatro afios. Los autores informaron
una asociacion significativa entre la frecuencia de cuadros diarreicos y la falta de
urbanizacion, sefalando una mayor presencia de dichos cuadros en areas
periurbanas con deficiencias en los servicios sanitarios. De igual modo, las
condiciones insalubres de las letrinas, el hacinamiento y la acumulaciéon de
residuos peri-domiciliarios se asociaron significativamente con los episodios de
diarrea aguda en los barrios marginales de Brasil, India, Etiopia, Jordania,
Bangladesh, Libia, Ruanda, Sudafrica y Nigeria (von Schirnding et al, 1991; Gupta
et al, 1998; Kumar et al, 2011; Adane et al, 2017; Shrivastava et al, 2017;
Mokomane et al, 2018).

En Tandil, los nifios con diarrea presentaron una distribucién espacial en
conglomerados (clusters), con un marcado predominio geografico en la region
periférica de la ciudad. Asimismo, se logré la geolocalizacion del 98% de las
viviendas de los nifios con diarrea. Dicho porcentaje se encuentra comprendido
dentro del valor minimo permitido (93%) para los estudios de distribucién

espacial de los eventos de salud en la poblacion (Cromley y McLafferty, 2002).

La distribucion de cuadros diarreicos en conglomerados ha sido reportada
en varios estudios. Por ejemplo, Bogale et al (2017) exploraron el patrén espacial
de la diarrea infantil en Etiopia durante la ultima década. Con el fin de disefar
programas de intervencion para las diarreas, los autores estudiaron alrededor de
30.000 ninos, hallando un agrupamiento espacial y temporal de los casos en
todas las regiones del pais. En Tailandia, Chaikaew et al (2009) estudiaron la
distribucion geografica de las diarreas durante un sexenio, hallando un patréon en
conglomerados en areas con limitada provision de agua potable y escasa
infraestructura sanitaria. Los autores indicaron que la elevada densidad de casos
de diarrea en ciertas regiones del pais estuvo significativamente asociada a

factores sociodemograficos, ambientales y climaticos.
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La distribucion espacial en conglomerados ha sido reportada por Aramayo
et al (2009). Dichos autores analizaron la distribucion geografica de las
enfermedades gastrointestinales en la poblacion de la ciudad de Salta y hallaron
cinco areas urbanas con mayor concentracion de casos, demostrando un patrén
espacial en conglomerados. Asimismo, seflalaron que los factores ambientales
asociados a la mayor densidad de casos fueron las limitaciones en suministro de

agua y la ausencia de saneamiento ambiental.

Los agentes etiologicos de diarrea infecciosa presentaron perfiles
temporales diferentes durante el periodo de estudio. El primer perfil estuvo
constituido por cuatro bacterias, EPEC, ETEC, EAEC y S. enterica, que se
observaron en cuadros diarreicos en todas las estaciones del afio.

Las infecciones gastrointestinales pueden ser adquiridas mediante
diversas vias, como el consumo de agua o alimentos contaminados con desechos
fecales o el contacto directo con personas o animales portadores de los
patdgenos entéricos (Onozuka y Hashizume, 2011; Ghazant et al, 2018). Diversos
estudios han sugerido que la transmision por agua seria el mecanismo
epidemiolégico prevalente para los patdégenos sin periodicidad estacional
(Birkhead y Vogt, 1989; Colford et al, 2006; Park et al, 2018). En Iran, Pirsaheb et
al (2017) demostraron que la incidencia de infecciones intestinales estuvo
asociada a la calidad microbiolégica del agua potable en areas urbanas y rurales.
Asimismo, Olds et al (2018) hallaron evidencias de un aumento del riesgo de
enfermedad entérica en areas urbanas luego de lluvias intensas. Dichos autores
sefialaron que los niveles de contaminacién de las aguas residuales estuvieron
directamente relacionados con la cantidad de urbanizacion y con la densidad de
las superficies impermeables en las cuencas hidrograficas. Ademas, Denno et al
(2009) demostraron que las actividades acuaticas recreativas constituyen un

factor de riesgo de infecciones bacterianas en la infancia.

La presencia de los patotipos EPEC, ETEC y EAEC en cuadros diarreicos
durante todo el afio ha sido reportada en diversos estudios de Argentina,
Bangladesh, Bolivia, Egipto, Iran y Tunez (Rao et al, 2003; Qadri et al, 2005; Al-
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Gallas et al, 2007; Giugno y Oderiz, 2010; Gonzales et al, 2013; Abbasi et al, 2014;
Darbandi et al, 2016). La transmisidon por agua de £ coli diarreigénica ha sido
demostrada en diversas publicaciones. Un extenso estudio coreano realizado por
Lee et al (2012) reportd que 13% de las infecciones transmitidas por agua se
debieron a dicho patoégeno, de las cuales, EPEC y ETEC representaron el 70% de
los casos. Mas aun, otro estudio reciente ha reportado un brote de infeccién
multiple con tres patotipos distintos (EPEC, EAEC y STEC) que afect6 cerca de 200

ninos coreanos (Park et al, 2018).

En Taiwan, Chung et al (2017) investigaron la epidemiologia de S. enterica
en nifos con diarrea. Los autores sefialaron que dicha bacteria presenté
caracteristicas endémicas no estacionales asociadas a la transmision de persona
a persona a través de la ruta fecal-oral y mediante el consumo de agua
contaminada. El incremento de las precipitaciones fue propuesto como factor de
riesgo por Ravel et al (2010). Este ultimo modo de transmision también fue
sefalado por Afema et al (2016) debido a que los autores hallaron la presencia
de S. entérica en una elevada proporcién (60%) de las aguas residuales y de
alcantarillas publicas de Uganda.

Por dultimo, un exhaustivo estudio de series temporales sobre
estacionalidad de los patégenos en Inglaterra reveld que S. entérica exhibié un
comportamiento bimodal, algunos serotipos bacterianos presentaron
estacionalidad marcada mientras que otros fueron hallados de forma

independiente de la estacion del afio (Cherrie et al, 2018).

Los patégenos Shigella spp., STEC, Rotavirus, G. intestinalis,
Cryptosporidiumspp.y Blastocystis spp., mostraron perfiles estacionales diversos
durante el periodo de estudio. Estos resultados estan en coincidencia con
numerosos reportes sobre la asociacion de las enfermedades diarreicas con la
estacionalidad (Santosham et al, 1995; Kovatz et al, 2004; Tam et al, 2006;
Fisman et al, 2007; Naumova et al, 2007; Chaikaew et al, 2009; Hall et al, 2011b;
Pardhan-Ali et al, 2012; Alexander et al, 2013; Kotloff et al, 2013; Azage et al,

2015; Xu et al, 2015). Por ejemplo, en 2018, Ghazant et al examinaron la relacion
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entre las enfermedades gastrointestinales y las variables climaticas en Escocia,
Australia, Japon, Suiza, Estados Unidos, Micronesia, Vietnam y China. Los autores
hallaron un aumento de la incidencia de diarrea bacteriana con el incremento de
la temperatura, mientras que la humedad relativa y las precipitaciones mostraron
resultados variables frente a dicho cuadro. De igual modo, dos estudios
realizados en Iran y China sefalaron que la mayor incidencia de casos fue hallada
en verano y otofio, asociada significativamente a variables climaticas (Tang et al,
2014; Aminharati et al, 2017). En Japon, Ozonuka y Hagihara (2015) estudiaron la
relacion entre la morbilidad por gastroenteritis infecciosa y factores climaticos.
Los autores analizaron alrededor de 13 millones de casos durante diez afios y
sefialaron que el impacto de la temperatura ambiental sobre la diarrea infecciosa
puede ser modificado por numerosos factores socioecondmicos, ambientales,

geograficos y de comportamiento humano.

Los nifios con diarrea infecciosa causada por Shigella spp. fueron hallados
en las estaciones mas calidas. La mayoria de los estudios han indicado que las
infecciones entéricas por Shigella spp. presenta un patrén estacional. Al respecto,
en China, Zhao et al (2016) realizaron un estudio ecoldgico para analizar la
incidencia de shigelosis en relacion al clima semiarido de la region. Los autores
hallaron un incremento de casos en la estacion calida, con una asociacién positiva
a la temperatura y humedad, e inversamente proporcional a la intensidad y
duracidon de la radiacion solar. En Tunez, Al-Gallas et al (2007) investigaron las
diarreas agudas causadas por Shigella spp. en nifos menores de 15 afos y
reportaron un pico de estacionalidad asociado al periodo estival. Similares
resultados fueron publicados por Shah et al (2010) en Kenia. En dicho estudio,
los autores demostraron que la mayor presencia de diarrea por Shigella spp. en
nifos atendidos en hospital fue detectada durante la estacion calida y seca. Por
el contrario, un estudio sobre patrones temporales asociados con shigelosis en
Vietnam sefalé que la estacionalidad de dicho patégeno fue heterogénea segun
el area estudiada. En varias regiones, la bacteria fue hallada con frecuencias

similares durante todo el periodo, mientras que, en otras regiones, Shigella spp.
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mostré un perfil estacional con predominio de casos en los meses calidos con

abundantes precipitaciones (Kelly-Hope et al, 2008)

En Argentina, los reportes oficiales sobre casos positivos de diarrea por
Shigella spp. informaron que dicho patégeno fue notificado durante todo el afio,
con un patron estacional mas marcado en el periodo estival (MSAL 2012). De igual
modo, Giugno y Oderiz (2010) estudiaron los cuadros de shigelosis en nifios que
se atendieron en un hospital de La Plata. Los autores informaron la presencia de

dicho cuadro durante todo el afio, con mayor presencia en verano y otofo.

La infeccidn con STEC fue hallada solamente en verano. Estos hallazgos
son concordantes con la bibliografia. Por ejemplo, estudios realizados en
Holanda, Inglaterra, Canada y Estados Unidos informaron el aumento de casos
de infeccion con dicha bacteria en el periodo estival (van Duynhoven et al, 2008;
Lal et al, 2012; Germinario et al, 2016; Philipsborn et al, 2016). Asimismo, en
Nigeria, la mayor frecuencia de infecciones por STEC estuvo asociada a la estacion
seca y calida (Onanuga et al, 2014). En Italia, Acquaotta et al (2017) investigaron
la relacion de factores climaticos con la frecuencia de STEC. El estudio puso de
relieve una estrecha correlacion temporal entre la infeccion por dicha bacteria y

el nimero, la duracién y la frecuencia de las olas de calor.

Las infecciones por Rotavirus presentaron un perfil estacional restringido
a la época primaveral. La evidencia publicada ha sefialado que las infecciones por
dicho virus son mas frecuentes en las estaciones frias y con baja humedad
(Nitiema et al, 2011; Montenegro et al, 2014; Eze et al, 2014; Gazhani et al, 2018).
En Asia del Sur, Jagal et al (2012) estudiaron la influencia de la temperatura en la
incidencia del rotavirosis. Los autores mostraron que el descenso en la
temperatura anual y las precipitaciones aumentan la frecuencia de infeccion por
Rotavirus. En Bangladesh, Hasan et al. (2018) exploraron la distribucién temporal
de las diarreas por Rotavirus mediante la recoleccién datos de registros
hospitalarios. Los autores concluyeron que el ciclo viral estuvo fuertemente

influenciado por el clima seco y frio. En Gran Bretaia, Atchison et al (2010)
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indagaron la dependencia de la temperatura con la infeccion de dicho virus,
seflalando que el aumento de temperatura ambiental produjo una disminucion
de la tasa de infeccion. Un resultado similar se encontro en Australia donde las
admisiones de diarrea por Rotavirus se asociaron con temperaturas mas bajas y

menor humedad (D'Souza et al, 2008).

Todos los casos de diarrea por Rotavirus se observaron en primavera,
mostrando un corrimiento del pico de estacionalidad respecto a la era prevacunal
(época invernal). La marcada estacionalidad observada en los nifios con
rotavirosis fue reportada por investigaciones de diversos paises. En Argentina,
dos estudios recientes reportaron el corrimiento del pico de estacionalidad viral
en la poblacidon pediatrica luego de la introduccidon de la vacuna contra Rotavirus
(Areso et al, 2018; Trevino et al, 2018). De modo similar, estudios realizados en
Estados Unidos sefalaron el corrimiento en la incidencia de dicha infeccién luego
de la introduccion de la vacuna obligatoria y demostraron un retraso temporal
de varias semanas en la aparicion de las diarreas por Rotavirus, hallandose una

mayor frecuencia de casos en primavera (Toblas et al, 2015).

Las infecciones por Cryptosporidium spp. y Blastocystis spp. fueron
detectadas en estaciones mas calidas, mientras que G. intestinalis fue identificada
en invierno y primavera. Las diferencias en la estacionalidad de los tres protozoos
pudieron deberse a factores parasitarios y ambientales. Al respecto, Cherrie et al.
(2018) estudiaron la relacidn de los patdgenos entéricos con variables climaticas
y sefialaron que las diarreas causadas por Cryptosporidium spp. y G. intestinalis
mostraron una asociacidén positiva con la humedad relativa, mientras que en el
caso de Blastocystis spp., la infeccion estuvo relacionada con la temperatura
ambiental. Mas aun, en China, Zhang et al (2016) realizaron un estudio de casos
y controles sobre protozoos entéricos y estacionalidad de diarreas agudas en
pacientes de cuatro hospitales centinela. Los autores reportaron la infeccidon
intestinal con Cryptosporidium spp. en la estacidn humeda, mientras que la

diarrea por Blastocystis spp. fue observada en ambas estaciones climaticas.
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En 2009, Jagai et al examinaron los patrones estacionales de la
criptosporidiosis. Los autores analizaron 60 estudios epidemioldgicos vy
concluyeron que los aumentos en la temperatura y las precipitaciones fueron
predictores positivos de la infeccion. Una revision sistematica sobre
enfermedades protozoarias fue realizada por Lal et al (2012). Entre ellas, la
criptosporidiosis mostré6 una estacionalidad definida, con predominio en
primavera-verano en Nueva Zelanda y verano-otofio en Estados Unidos y Canada
(Naumova et al, 2000; Callaghan et al, 2009; Snel et al, 2009). En Irlanda, Lake et
al (2009) observaron un aumento de casos de criptosporidiosis durante
primavera y verano. En Tunez, Al-Gallas et al (2007) investigaron las diarreas
causadas por G. intestinalis en poblacion menor de 15 afios. Los autores
reportaron un incremento de casos asociado a primavera y verano. Por el
contrario, la giardiasis presentd un patron menos definido, con un pico otoial
(Odoi et al, 2003; Espelage et al, 2010). A diferencia de los estudios antedichos,
en India, Mukherjee et al (2009) realizaron un estudio retrospectivo sobre diarrea
por G. intestinalis y Cryptosporidium spp. basado en registros hospitalarios. Los
patrones estacionales de ambos protozoos fueron diferentes, el primero presentd
una frecuencia constante durante todo el afio, mientras que el segundo mostro
un pico estacional marcado durante el verano. De modo similar, en Burkina Faso,
Nitiema et al (2011) analizaron los cuadros de diarrea en nifios menores de 5
afnos y hallaron un predominio de giardiosis en la estacion lluviosa y calida.

Los factores de riesgo de infeccidn con G. intestinalis y Cryptosporidium
spp. incluyen el tipo de suministro de agua y la natacion en piscinas (Lake et al,
2009). La transmision por agua ha sido reportada en diversos estudios. En Estados
Unidos, Shields et al (2004) hallaron G. intestinalisy Cryptosporidium spp. en el
8% de las aguas recreacionales. Asimismo, en Canada, Valcour et al (2016)
hallaron un incremento de casos de giardiasis en primavera. Los autores indicaron
que la giardiasis no siguid el patrén clasico (verano-otofo) observado en otros
estudios y que podria deberse a eventos climaticos extremos como inundaciones
en la regiéon estudiada (Odot et al, 2003; Mohamed et al, 2014). En Argentina, los
quistes parasitarios fueron hallados en aguas de consumo y ambientales
(Basualdo et al, 2000; Costamagna et al, 2005; Molina 2009; Molina et al, 2011).
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Los patrones periddicos recurrentes indican una fuerte influencia
ambiental directa sobre la epidemiologia de los parasitos, tanto a nivel del
reservorio como de las vias de transmision y las interacciones entre patogenos y
hospedadores (Singh et al, 1995; Altizer et al, 2006; D'Souza et al, 2008; Febriant
et al, 2010). Entre los factores que pudieron influir en la asociacion de diarrea y
clima se mencionaron el tipo de patogeno, las temperaturas ambientales
maximas y minimas, la radiacién solar, las precipitaciones, la latitud geografica,
el consumo de agua, las practicas higiénicas, la permanencia en espacios
cerrados, el hacinamiento, el grado de contaminaciéon en los sistemas de
suministro y distribuciéon de alimentos, adaptacion humana a las condiciones
climaticas locales (Valcour et al, 2002; Mathieu et al, 2004; Kovatz et al, 2004;
Tam et al, 2006; Hall et al, 2011; Lal et al, 2012; Ozonuka y Hagihara 2015; Carlton
et al, 2016; Ghazani et al, 2018).

La diarrea persistente (DPE) ha sido definida como el cuadro diarreico que
perdura entre dos y cuatro semanas (Shane et al, 2017). En esta investigacion, la
frecuencia de DPE representd el 7% de todos los episodios de diarrea. En
concordancia con dicho valor, la mayoria de los estudios realizados sobre DPE
han comunicado frecuencias de presentacion menores a 10% (Ketema et al, 1997;
Andrade et al, 2000; Lima et al, 2000; Bhutta 2006; Moyo et al, 2007; Moore et
al, 2010; Schilling 2010; Islam et al, 2018). Sin embargo, algunos autores han
comunicado hasta 28% de DPE (Fraser et al, 1998; Fagundes-Neto et al, 2000;
Moore et al, 2011; Lamberti et al, 2012).

En Tandil, ocho de cada diez nifios con DPE tuvieron menos de 5 afos. En
particular, el grupo que integran los lactantes fue el que contribuyo con la mayor
cantidad de casos y coincidio con diversos estudios sobre el tema (Bhan et al,
1989; Fang et al, 1994; Ketema et al, 1997; Meremikwu et al, 1997; Lima et al,
2000; Moyo et al, 2007; Kermant et al, 2010; Moore et al, 2010; Hebbelstrup
Jensen et al, 2017; Durairaj et al, 2017).
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En esta investigacion, la frecuencia de infeccion entérica en nifios con DPE
fue cercana a 45%. Este resultado fue similar al publicado por Fagundes-Neto et
al. (2000) en poblacion pediatrica de Brasil. Diversos autores han mostrado a la
infeccidn intestinal en cuadros persistentes, con frecuencias que oscilaron entre
11% y 91% (Bhan et al, 1989; Fang et al, 1994; Lima et al, 2000; Ochoa et al,
2004; Mukhopadhyay et al, 2007, Moyo et al, 2007; Kermant et al, 2010;
Vithayasai et al, 2014; Mahfuz et al, 2017). Multiples factores pueden haber
contribuido a la variabilidad de los resultados entre los distintos estudios.
Kermant et al (2010) indicaron que las causas de la baja deteccion de patdogenos
en cuadros persistentes podrian ser la inclusién de pacientes con tratamiento
antimicrobiano en curso, la imposibilidad de deteccién de Campylobacter spp.y
C. difficile o la presencia de DPE no infecciosas. Mahfuz et al (2017) postularon
que el porcentaje de DPE sin patdogenos documentados puede estar asociado al
algoritmo metodoldgico de diagndstico utilizado que no contempld la deteccidn
de los patotipos DEC ni de virus entéricos. Asimismo, Bhan et al (1989) sefalaron
que la menor frecuencia de positividad pudo deberse a la ausencia de pesquisa
de ciertos patdogenos como Aeromonas spp. o Cryptosporidium spp. De igual
modo, Afset et al (2003) indicaron que la frecuencia de patdégenos en cuadros
persistentes podria estar afectado por el sesgo de seleccion de los nifios con
diarrea que enviaron las heces para diagnostico etiolégico.

Los agentes infecciosos hallados en la poblacidon con DPE fueron EPEC,
EAEC y Blastocystis spp. Numerosos investigadores han sefialado que EPEC vy
EAEC constituyen los patdgenos bacterianos mas frecuentes en las infecciones
entéricas persistentes, especialmente en la poblacion infantil (Newman et al,
1994; Sang et al, 1997; Lima et al, 2000; Fagundes-Neto et al, 2000; Bhutta 2006;
Afset et al, 2004; Ochoa et al, 2004; Nguyen et al, 2006; Moyo et al, 2007; Mor
et al ,2009; Pawlowski et al, 2009; Abba et al, 2009; Becker et al, 2013).

En la dltima década, varios estudios de casos y controles han identificado
a EPEC como una causa relevante de DPE en paises en desarrollo (Andrade et al,
1998; Donnenberg et al, 2013; Hu et al, 2015). La importancia de dicho patégeno
en cuadros persistentes ha sido sefialada en dos estudios sobre poblacién

pediatrica con diarrea de Brasil. El primero de ellos, un trabajo realizado por

NORA MOLINA PAGINA |181



DISCUSION

Fagundes-Neto et al (1995) demostrd la persistencia del cuadro diarreico en la
infeccion entérica con EPEC. De igual modo, el estudio publicado por de Andrade
et al (2011) sefialé que una de cada tres infecciones por EPEC evolucioné a DPE,
mientras que para otros patdogenos intestinales, dicha progresion fue
significativamente menor.

El patotipo EAEC ha sido seflalado como patogeno frecuente de cuadros
persistentes de diarrea (Steiner et al,1998; Ochoa et al,2004; Abba et al,2009;
Becker et al,2013). En India, Bhan et al (1989) informaron por primera vez la
asociacion entre la infeccion por EAEC y la enfermedad diarreica persistente en
pediatria. En afios posteriores, la relacion entre dicho patotipo y la DPE ha sido
comunicada en numerosos estudios (Cravioto et al, 1991; Lima et al, 1992; Chan
et al, 1994; Fang et al, 1995; Sang et al, 1997; Huppertz et al, 1997; Geyid et al,
1998; Cohen et al, 2005; Araujo et al, 2007; Guerrant et al, 2008; Opintan et al,
2010).

La presencia de Blastocystis spp. en poblacion con cuadros persistentes de
diarrea ha sido reportada en diversas revisiones sistematicas (Bhutta 2006;
Fletcher et al, 2013a). En 2017, un estudio realizado en Brasil por Segut et al
detectd que 41% de los nifios escolares con DPE y dolor abdominal presentaban
infeccidn por Blastocystis spp. Mas aun, dos estudios realizados en Iran y en
Suecia, reportaron el aislamiento de dicho parasito en la poblacién con cuadros
persistentes (Svenungsson et al, 2000; Kermant et al, 2010). Sin embargo, el
significado clinico de la infeccidn por Blastocystis spp. aun es materia de debate
(Del Coco et al, 2017). Diversos estudios han sugerido una asociacién entre el
subtipo parasitario y la presentacion clinica. Al respecto, una investigacién
realizada por Alfellant et al (2013) reportd que los subtipos ST1 y ST3 fueron
detectados con mayor frecuencia en infecciones persistentes y en individuos
sintomaticos. Por el contrario, Roberts et al (2014) hallaron una asociacion
significativa del ST2 con cuadros de diarrea. Estas diferencias ponen de relieve la
necesidad de profundizar la investigacion sobre la relacion entre el subtipo
parasitario y la presentacion clinica de la infeccién.

En este estudio, siete de cada diez nifios con diarrea fueron atendidos por

guardia médica del hospital de Tandil. Este valor fue coincidente con los reportes
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estadisticos de hospitales publicos de Rio Negro, Misiones y Jujuy. Las
estadisticas de salud de dichos nosocomios informaron que la atencidon médica
por guardia hospitalaria pediatrica fue 41%, 58% y 65%, respectivamente. Mas
aun, la atencion por guardia en nifios menores de 5 afios con diarrea alcanzo el
78% (Estadisticas Hospitalarias de Rio Negro, Misiones y Jujuy). Por el contrario,
frecuencias menores a 30% fueron reportados por hospitales municipales de la
ciudad de Rosario al igual que en clinicas de medicina privada de Capital Federal
(Estadisticas Hospitalarias de Rosario; ADEMP 2018).

La diarrea es una causa relevante de hospitalizaciones en pediatria. En esta
investigacion, tres de cada diez nifios requirieron internacion a causa del cuadro
diarreico. Esta proporcidon fue similar para los cuadros agudos (37%) vy
persistentes (31%), siendo menor para nifios con cuadros prolongados (19%). La
frecuencia de hospitalizacién a causa del cuadro diarreico en nifios atendidos en
Tandil fue superior al promedio del pais. En Argentina, la mayor carga de
enfermedad por diarrea se produce en los nifos menores de 5 afios y genera
entre 7% y 14% de las internaciones (Degiuseppe et al, 2017). Por ejemplo, las
estadisticas oficiales de dos importantes hospitales de Capital Federal, el Hospital
de Nifos Pedro de Elizalde y el Hospital de Nifios Dr. Ricardo Gutiérrez
informaron frecuencias de hospitalizacion por cuadros de diarrea/gastroenteritis
de presunto origen infeccioso entre 6% y 7% (Estadisticas Hospitalarias de
Hospital Elizalde y Hospital Gutierrez). La frecuencia de hospitalizacion a causa
del cuadro diarreico en nifios atendidos en el hospital municipal de Tandil fue
superior al promedio del pais. La mayor demanda de internacion de los niflos con
diarrea en el hospital DBV pudo estar basada en la consideracién médica de los
diversos factores de riesgo que predisponen a resultados desfavorables, como
prematurez del nifo con diarrea, edad joven de la madre, imposibilidad de
seguimiento del paciente y otros factores sociales, econdmicos o culturales
(Kosek et al, 2003; Granado-Villar et al, 2012; Lamberti et al, 2012; Shane et al,
2017).

En esta tesis, los tres agentes etioldgicos hallados en DPE fueron EPEC,
EAECy Blastocystis spp. Estos patdgenos pueden transmitirse por la via fecal oral

mediante el consumo de alimentos y agua contaminados con desechos fecales,
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el contacto con animales o la higiene inadecuada (Huang et al, 2006; Onozuka y
Hashizume, 2011; Ghazani et al, 2018). Sin embargo, la investigaciéon en salud
publica, y en particular, la vigilancia epidemioldgica de las diarreas, requiere
considerar los contextos espaciales y temporales de la infeccién (Parkes et al,
2003; Hunter et al, 2005; Eisenberg et al, 2007). Por lo tanto, desde una
perspectiva geoespacial, los nifios tandilenses con DPE exhibieron un patron
geografico disperso, en forma de casos de diarrea aislados y sin evidencia de
areas de alta densidad (hotspots). Con respecto a la estacionalidad, en esta tesis,
la mayor frecuencia de casos de DPE se observo durante la estacion calida y fue
coincidente con el incremento de casos totales de diarrea. El incremento de
cuadros agudos y persistentes durante el periodo estival ha sido concordante con

lo reportado por diversos autores (Ahmed et al, 2009; Strand et al, 2012).
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5. Conclusiones

El presente trabajo de tesis permitié6 demostrar:

v

La existencia de cuadros agudos, prolongados y persistentes en los nifios
con diarrea de Tandil.

Los nifos menores de 5 aflos representaron la poblacidn prevalente en
cuadros de diarrea atendidos en el Hospital Debilio Blanco Villegas.

La frecuencia de casos positivos de diarrea y la edad del nifio con el cuadro
diarreico presentaron una asociacién significativa.

Los patdgenos bacterianos hallados fueron £scherichia coli diarreigénica
(DEQ), S. flexneri S. sonnely S. entérica (no tifoidea).

Los patogenos bacterianos fueron prevalentes en los cuadros de diarrea
independientemente de la duracidn temporal del cuadro clinico.

La inclusidn de métodos moleculares en el estudio de cuadros diarreicos
permitié incrementar la frecuencia de deteccion de patdgenos y la
identificacion de cuatro patotipos de Escherichia coli diarreigénica: EPEC,
EAEC, ETEC y STEC.

El patdégeno aislado con mayor frecuencia fue EPEC.

Se aislaron tres nifios con STEC, dos de ellos, con cuadros agudos causados
por el serotipo O157:H7 y el tercero, con diarrea prolongada que involucrd
el serotipo O145:H28.

La mayor tasa de deteccion de Rotavirus estuvo asociada a nifios en edad
preescolar y la infeccion estuvo ausente en lactantes menores. Asimismo,
todos los casos de diarrea por dicho virus se observaron en las semanas
epidemioldgicas 42 a 47, correspondientes a la primavera.

Las diarreas parasitarias fueron causadas por los protozoos entéricos G.
(ntestinalis, Cryptosporidium spp y Blastocystis spp. No se hallaron
helmintos intestinales en los nifios con diarrea.

Los nifios con diarrea de Tandil presentaron una distribucion espacial en
conglomerados con marcado predominio geografico de casos en la regiéon

periférica de la ciudad.
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v' Los agentes etiologicos de diarrea presentaron perfiles temporales
diferentes durante el periodo del estudio. Los patdgenos EPEC, ETEC, EAEC
y S. enterica fueron hallados durante todo el aflo, mientras que el resto de
los patdgenos mostraron una estacionalidad diversa.

v La frecuencia de diarrea persistente (DPE) alcanzd 7% de la poblacién
estudiada y ocho de cada diez nifos tuvieron menos de 5 afios.

v La frecuencia de infeccion entérica en cuadros de DPE alcanz6 45% vy los
patdgenos hallados fueron EPEC, EAEC y Blastocystis spp.

v" Los cuadros de DPE se distribuyeron en forma aleatoria en la ciudad de
Tandil, demostrando la relevancia de diversos factores, personales y
clinicos y sefialando la relativa independencia de dicho cuadro frente a

factores de tipo ambiental.

Esta investigacion constituye el primer estudio sobre la etiologia infecciosa
de la diarrea persistente en Argentina. En este trabajo se demuestra la presencia
de dicho cuadro clinico en la poblacién pediatrica con diarrea y la existencia de
EPEC, EAEC y Blastocystis spp., como patdgenos entéricos relacionados con los
cuadros diarreicos persistentes.

La aplicacion de métodos moleculares constituye una herramienta valiosa
en el estudio de las diarreas en pediatria. Este estudio es el primero que ha
detectado los factores de virulencia de aislamientos diarreigénicos de £. coli en
la poblacidn pediatrica con diarrea que se atiende en el HDBV de Tandil.

Por ultimo, la aplicacion de un enfoque espacial y temporal en las diarreas
pediatricas permitio la deteccidn de areas con alta densidad de episodios y el
conocimiento de la distribucion geografica de las poblaciones vulnerables a los

patdgenos entéricos en la ciudad de Tandil.
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ANEXO I: Escala de Bristol

TABLA DE HECES DE

BRISTOL

TIPO TIPO TIPO TIPO

TIPO

\\.."'ﬂ-

Y
e Y g
--

Pedazos duros y
separados, como
nueces

Consistencia
brumosas como
una salchicha

Forma de salchicha
con una superficie
ogriefc:dc

Forma de salchicha,
suave y casi como
una serpiente

Trozos de masa
suaves con bordes

bien definidos

Consistencia blanda
con bordes irregulares

Consistencia liquida
sin pedazos sélidos

GLOBAL HEALING CENTER

Estrefiimiento severo

Estrefiimiento leve

Normal

Normal

Falta de fibra

Diarrea leve

Diarrea severa

NORA MOLINA

PAGINA |238




BIBLIOGRAFIA/ANEXOS

ANEXO II: Preparacion de buffers para biologia molecular

1. Buffer Tris-EDTA (TE)
a-Solucién Tris-EDTA (TE) 1X pH 8
- Tris- HCL 1M (pH 8): 10 ml

- EDTA 0,5 M (pH 8): 2 ml

-Vol. Final: 1000 ml, Autoclavar
Solucion de trabajo 1X pH 7: llevar la solucion de trabajo 1X pH 8 a pH 7 con
solucién diluida de acido HCL
b-Solucion Tris- HCL 1M (pH 8)
-Tris base: 121,1g

-HCl 6 N: 80 ml

-Vol final: 1000 ml

Ajustar a pH 8

c-Buffer EDTA 0,5 M (pH 8)
-EDTA: 186,1 g

-Vol final: 1000 ml

Ajustar a pH 8

2. Buffer Tris-Acetato EDTA (TAE)

Solucion concentrada 50X

-Tris base 242 g

-Acido acético glacial 57,1ml

-0,5M EDTA (pH 8) 100 ml

-Vol. Final: 1000 mL.

Solucion de trabajo 1X: se realiza una dilucion 1:50 de la solucidon 50X.

3. Tritén X-100 al 1% en buffer TE 1X.

- Buffer TE 1X 50 ml (estéril)

- Triton X-100 0,5 ml

Dispensar el Triton (no estéril) en el buffer TE 1X (estéril) y mezclar para
homogenizar.

4. Buffer de siembra para electroforesis
- Glicerol 30% 30 ml

- Xilene cyanol 0,25% 0,25 g

- Agua estéril 70 ml

- Agua estéril 70 ml
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ANEXO IlllI: Coloraciones permanentes para el estudio parasitario
Coloracion de Ziehl Neelsen

Los extendidos fecales se dejaron secar al aire y se cubrieron con Carbofucsina
(Solucidn A: 4g de fucsina basica en 20 ml de etanol al 95% y Solucion B: 8 g de
Fenol en 100 ml de agua destilada). Con un hisopo encendido se calento el frotis
hasta la emision de vapores blancos, se dejé 5 minutos y se lavd con agua. La
decoloracion se realizd con acido sulfurico al 5% durante 30 segundos, luego se
lavd y se tind con solucion de azul de metileno al 0,3% durante 1 minuto. El
extendido se lavd, dejo secar y se observd en microscopio con objetivo de
inmersion (100 X).

Coloracion de Safranina-Azul de Metileno

Los extendidos se dejaron secar al aire y se fijaron con una solucién de HCl al 3%
y metanol (7ml de HCl concentrado en 93ml de metanol) durante 4 minutos. El
extendido se lavd y se cubridé con safranina al 1% durante 1 minuto. Con un
hisopo encendido se calent¢ el frotis hasta la emision de vapores blancos, se lavo
y se cubrié con solucion de azul de metileno al 1% durante 1 minuto. Los
extendidos se lavaron, dejaron secar y se observaron en microscopio con objetivo
de inmersidn (100 X)

Coloracion Tricrémica modificada de Ryan

Los extendidos se dejaron secar al aire y se fijaron con metanol absoluto por 5
minutos. Luego se cubrieron con Solucion Tricrémica: Cromotropo 2R (6 g), azul
de anilina (0,5 g), acido fosfottingstico (0,7 g), Acido Acético glacial (3ml) y Agua
destilada (100ml), ajustando el pH a 2,5 con solucion 1,0M de HCL. Los extendidos
se sumergieron en la solucidn durante 90 minutos. La decoloracién se realizé con
alcohol acido (Etanol 90% y Acido Acético glacial) durante 10 segundos. Los
extendidos fueron sumergidos varias veces en mezclas de alcohol-agua. Los
extendidos se lavaron, dejaron secar y se observaron en microscopio con objetivo
de inmersién (100 X).

Coloraciéon Gram Cromotropo

Esta coloracion combina la tincidén de Gram con la Tincidn Tricromica en caliente.
Los extendidos se dejaron secar al aire y se fijaron con calor. Luego se cubrieron
con Violeta de Genciana y después con Lugol durante 30 segundos cada paso.
Los extendidos se decoloraron con Etanol (98%) y se colocaron en la solucién
cromotropica de Weber a 55°C durante 1 minuto. Luego se realizan dos lavados,
uno con Etanol (95%) y otro con Etanol absoluto, durante 30 segundos cada uno.
Los extendidos se lavaron, dejaron secar y se observaron en microscopio con
objetivo de inmersion (100 X).
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ANEXO IV: Datos climaticos y topograficos de la region en estudio

Variables climaticas mensuales promedio de Tandil* segun estacion del afio.

Variables climaticas Estacion del afio
(valores promedio)
primavera | verano | otoio | invierno
Temperatura media (°C) 12,8 19,6 13,5 7.6
Temperatura minima (°C) 6,2 11,8 7.3 2,4
Temperatura maxima (°C) 19,5 27,6 19,7 12,9
Precipitaciones (mm) 73 88 76 45

*Coordenadas de la ciudad de Tandil: Latitud (-37,32) y Longitud (-59,15).

Datos climaticos histéricos recolectados en el periodo 1980-2016.

©Climate-Data.org y OpenStreetMap.org. Licencia de Open Data Commons, Open Database
License (ODbL). Disponible en https://es.climate-data.org/location/1922/

Mapa topografico de Tandil:

http://es-ar.topographic-map.com/places/Tandil-237810/
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