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RESUMEN

Las enfermedades diarreicas agudas, constituyen una de las principales causas
de morbilidad y mortalidad infantil a nivel mundial. EIl objetivo del presente estudio
fue determinar la etiologia de las diarreas en nifios menores de cinco afios en Ciudad
Bolivar. Estado Bolivar. Se procesaron 110 muestras de heces diarreicas entre los
meses de Mayo-Octubre del 2004, provenientes de los pacientes que acudieron al
Servicio de Emergencia Pediatrica del Hospital "Ruiz y Péez" vy del Centro
Pediatrico Integral "Hernandez Acosta” y fueron analizadas en el Departamento de
Parasitologia y Microbiologia de la Escuela de Medicina. UDO. Del total de muestras
procesadas, se encontraron un total de 30 pacientes con parasitosis, donde la
infeccion parasitaria mas frecuente fue Blastocystis Hominis con un total de so6lo 6
(7,5%) resultaron positivas para Rotavirus y 3 (1,3%) para Adenovirus, y no se
encontrd en la poblacién objeto de estudio ningun caso de Mycrosporidim parvum o
Cyclospora calletanencys. La edad mas afectada con Rotavirus se encontrd entre el
rango de 1 -2 afios. No hubo preferencia en cuanto al sexo. No se demostrd
asociacion estadistica entre la presencia de Rotavirus y Adenovirus con las
manifestaciones clinicas de los nifios evaluados (p>0,05). Se concluye que en el
lapso evaluado la presencia de Rotavirus y Adenovirus en nifios menores de 5 afos
con diarrea aguda es baja.



INTRODUCCION

La diarrea se puede definir como la pérdida de agua y sales por materia fecal en
cantidad superior a la normal. Suele ser un proceso benigno y autolimitado, que se
expresa clinicamente como un aumento del nimero de deposiciones y disminucion de

su consistencia (Dupont, 1996; Bass, 1996).

La palabra diarrea denota una serie de trastornos del tracto digestivo, los cuales
causan alteraciones en la absorcion, secrecion y motilidad intestinal, ocasionando un
aumento en la eliminacion de las heces, y alterando la consistencia de las mismas lo
cual puede variar de blandas a liquidas (Velasquez, 1981) . Segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) se define como diarrea a la presencia de 3 0 mas
evacuaciones, blandas o liquidas en menos de 12 horas, de igual forma a una sola
evacuacion liquida contentiva de moco, pus o sangre (Velasquez, 1981; Marcano,
1994; Organizacion Panamericana de la Salud, 2002). Se trata de una patologia de
relevante importancia sanitaria, cuyo manejo es relativamente facil por parte de
personal capacitado, pero requiere para su control de provision de agua potable,
condiciones higiénicas, alimentarias y adecuado control de las excretas, ya que su
propagacion se realiza por via fecal-oral (Marcano, 1994; Organizacion

Panamericana de la Salud, 2002).

Segun su duracion, la diarrea se clasifica en aguda y persistente. La aguda
comienza subitamente y tarda menos de dos semanas. La persistente comienza como
diarrea aguda, pero dura 14 dias o mas. En la diarrea aguda, la capacidad de
absorcion intestinal es practicamente normal; en la persistente se conserva la
absorcion intestinal de agua y electrolitos; también se mantiene la capacidad de
absorcion para otros nutrientes en mas del 50%, aunque puede haber intolerancia a

disacaridos, principalmente a la lactosa (Ruiz y Zambrano, 2001).



La diarrea suele acompariarse de vomitos, fiebre e hiporexia. Los vomitos son
mas abundantes en los casos de diarrea por Rotavirus y la fiebre elevada persistente
es mas frecuente en diarreas por bacterias enteroinvasoras. En el célera, las
evacuaciones son liquidas, abundantes, en ocasiones con aspecto de “agua de arroz”,
de inicio brusco, sin fiebre, acompafiadas de vomitos y répida evolucion a la
deshidratacion (Mota, 2002).

La deshidratacion es la complicacién mas frecuente y grave de las diarreas en
los nifios. Las principales causas de la deshidratacion son: a) aumento de pérdidas de
liquidos y electrolitos por las evacuaciones liquidas y por los vémitos, b) falta de
aporte de liquidos por la hiporexia y ¢) aumento de las pérdidas insensibles (Mota,
2002). Los nifios con mayor riesgo para deshidratarse son los que tienen diarrea
osmatica (por Rotavirus) o diarrea secretora (por Echerichia coli enterotoxigénica o
por Vibrio cholerae 01) (Dupont, 1996; Veldsquez, 1981; Marcano, 1994; Mota,
2002; Instituto Nacional de Nutricion, 1999).

En el sindrome diarreico se pierde agua, sodio, potasio y bicarbonato, en
concentracion iso o hipotonica con relacion al plasma. Los vomitos, que casi siempre
forman parte de éste sindrome, contribuyen al déficit de agua; en ocasiones
constituyen un mecanismo de compensacion a la acidosis metabolica ocasionada por
la pérdida intestinal de bicarbonatos y por la disminucién de la excrecion renal de
hidrogeniones. Las pérdidas insensibles, que se incrementan con la fiebre, en climas
calurosos o en presencia de polipnea o hiperpnea, estan constituidas casi solo por
agua y son las soluciones mas hipotonicas que se pierden en pacientes con diarrea.
Todo esto genera un déficit de agua mayor que de electrolitos lo que tiende a
ocasionar deshidratacion hiperténica o hipernatrémica, con hipokalemia y acidosis

metabodlica. Diferentes mecanismos homeostaticos, sobre todo a nivel renal,



defienden transitoriamente el desarrollo de hipernatremia a través de la mayor
reabsorcion de agua y produccion de orina concentrada (hipertonica) y escasa
(oliguria) (Dupont, 1996; Instituto Nacional de Nutricién, 1999).

Las enfermedades diarreicas constituyen un problema de salud publica en el
mundo, especialmente en los paises en desarrollo, donde representan una importante
causa de morbilidad y mortalidad en nifios menores de 5 afios, segun la Organizacion
Panamericana de la Salud (Organizacion Panamericana de la Salud, 2002). Multiples
episodios de diarrea en el primer afio de vida pueden deteriorar el estado nutricional y
causar graves secuelas. Se ha estimado que en Africa, Asia y América Latina cada
afio mueren alrededor de 3,3 millones de nifios menores de 5 afios por éste sindrome
y ocurren mas de mil millones de episodios, lo cual constituye casi la mitad de las
enfermedades en los nifios (Dupont, 1996; Bass, 1996; Velasquez, 1981; Marcano,
1994; Ruiz y Zambrano, 2001). Actualmente, apenas el 60% de los episodios
diarreicos son diagnosticados etiolégicamente, permaneciendo gran ndmero de los
casos con etiologia desconocida (Dupont, 1996; Gonzalez y Romero, 2002; Mota,
2002).

Las enfermedades diarreicas son la principal causa de defuncién de nifias y
nifilos menores de un afo en América Latina (Dupont, 1996; Bass, 1996; Velasquez,
1981; Marcano, 1994;Gonzales y Romero, 2002). Durante los primeros seis afios de
vida los nifios son muy vulnerables a diferentes tipos de enfermedades, la diarrea es
una de las mas frecuentes de ellas (Velasquez, 1981). En algunos paises ocupa el
primer lugar como causa de defunciéon de las nifias y nifios de 1 a 4 afios. Las
enfermedades diarreicas estan asociadas a retardo del crecimiento. La deficiencia de
disponibilidad de fuentes seguras de agua y el manejo inadecuado de los alimentos
son las principales causas de las enfermedades diarreicas en nifios menores de 6 afios
(Bass, 1996; Velasquez, 1981; Ruiz y Zambrano, 2001; Gonzales y Romero, 2002).



Las diarreas también deterioran el estado nutricional, de tal manera que la
enfermedades diarreicas y la desnutricién estdn inexorablemente relacionadas y
predisponen a la muerte por otras enfermedades oportunistas al estado inicial de
deshidratacién (Dupont, 1996; Velasquez, 1981), la aplicacién oportuna de medidas
orientadas al tratamiento de hidratacion y una adecuada alimentacion durante y
después del episodio de diarrea, el uso adecuado de antibidticos orientado solo y
exclusivamente a dos enfermedades: disenteria y cdlera, constituyen el manejo

correcto al paciente con diarrea ( Mota, 2002; Instituto Nacional de Nutricion, 1999).

Gracias a importantes, avances de este siglo, como el uso de sales de
hidratacion oral y la instauracion del Programa de Control de Enfermedades
Diarreicas por la OMS, el indice de morbilidad por diarrea a disminuido
considerablemente; sin embargo, a pesar de estos logros, tanto en América Latina
como en la region del Caribe la diarrea aguda sigue constituyendo una de las

principales causas de mortalidad en nifios (OPS, 2002; Ruiz y Zambrano, 2001).

Se estima que de 1960 a 1990, murieron 5 millones de nifios y nifias menores de
seis afios por diarreas, alrededor del mundo. En 1990, los datos recogidos por 26
paises sefialan que unos 52.000 nifios y nifias menores de cinco afios murieron por
enfermedades diarreicas, lo que equivale al 15% de todas las defunciones en ese
grupo. Se cree que la subestimacion de muertes por diarreas es del 20 al 40% (Ruiz y
Zambrano, 2001; Mota, 2002).

En Venezuela hasta 1958 la gastroenteritis ocupaba el primer lugar como causa
de muerte, observandose luego un descenso de la mortalidad llegando a ocupar el
quinto lugar en 1967. Durante el periodo comprendido entre los afios 1968, 19609,
1970 y 1971, se aprecia un notable ascenso pasando a ocupar el tercer lugar como
causa de mortalidad. En 1973 se produce un nuevo descenso ocupando el cuarto lugar
como causal de mortalidad general (OPM, 2002; Ruiz y Zambrano, 2001).



De 1992 a 1995, la tasa de mortalidad en el grupo de 1 a 4 afios de edad se
mantuvo estable en Venezuela, con cifras cercanas a 1,2 por 1.000 habitantes de esa
edad. En este grupo, las enteritis y otras enfermedades diarreicas ocuparon el segundo
lugar como causa de muerte después de los accidentes (Gonzales y Romero, 2002).

Datos epidemioldgicos recientes demuestran que el aumento de casos por
diarrea en menores de cinco afios se mantiene hasta 1996, disminuye en el 1997, para
repuntar en el 1998 y 1999. En Venezuela la enteritis y otras enfermedades diarreicas
constituyen un problema de salud publica, manteniéndose entre las principales causas
para el periodo 1998 y 1999, y se encuentra en la actualidad como la segunda causa
de muerte en nifias y nifios menores de cinco afios (Marcano, 1994; OPS, 2002; Ruiz
y Zambrano, 2001; Gonzales y Romero, 2002; Mota, 2002).

Para 1999, en un boletin publicado por la OPS, se habian estimado la ocurrencia
de 1,32 millones de episodios anuales de diarrea, con una mediana de 2,2 episodios
por nifio y afio, cifra muy similar a la registrada en todo el mundo: 2,5 episodios por
nifio y afio. En los altimos afios, las diarreas han representado en Venezuela la novena
causa de muerte en la poblacion en general y la segunda causa de mortalidad en
menores de 4 afios. De los 681,928 casos de diarrea registrados en 1998, 30%

ocurrieron en menores de 1 afio (OPS, 2002; Instituto Nacional de Nutricion, 1999).

El Departamento de Epidemiologia Regional del Instituto de Salud Publica,
registro para el afio 1999 un total de 14.541 casos de diarrea en nifios menores de 5
afios, tal cifra ha aumentado progresivamente, registrandose un total de 15.205 casos
para el afio 2000; 19.039 casos para el afio 2001 y 21.280 casos para el afio 2002,
observandose una leve descenso para el afio 2003 con un total de 18.708 casos

registrados de diarrea en nifios menores de 5 afios (Instituto de Salud Publica 2004).



El sindrome diarreico es en nuestro medio, una situacion de origen
generalmente infeccioso (mas del 90 por ciento de los casos). Esta infeccion puede
ser intestinal, la mas frecuente, o extradigestiva. En este Gltimo caso la diarrea seria el
resultado de un proceso infeccioso ubicado a distancia, como una otitis media aguda,
una infeccion urinaria 0 una neumonia. Entre las causas no infecciosas se encuentran
las transgresiones alimentarias y, en casos mucho menos frecuentes, algunos tumores
raros (Gonzéles y Romero, 2002). Actualmente solo el 60% de las diarreas son
diagnosticadas etioldgicamente, permaneciendo en un gran nimero de casos como de
etiologia desconocida (Marcano, 1994; Ruiz y Zambrano, 2001; Gonzéles y Romero,
2002).

Dentro de las casos diagnosticados, los agentes etioldgicos bacterianos mas
frecuentemente implicados en las diarreas de origen infeccioso se encuentran las
bacterias (Echerichia coli, Salmonella, Shigella, Campylobacter, Yersinia,
Aeromonas, etc), destacando que las bacterias involucradas con mayor frecuencia son
Echericha coli en la poblacion infantil (Gonzélez y romero, 2002; Mota, 2002;
Instituto Nacional de Nutricion, 1999; Castillo et al., 2000), predominando sobre
Salmonella y Shigella, que se encuentran en menor porcentaje, Yersinia y
Campylobacter, se encuentran un una proporcion mucho menor (Donelli et al., 1988;
Caeiro et al., 1999), de igual forma, los virus constituyen los agentes etioldgicos
involucrados con mayor frecuencia: Rotavirus, Adenovirus, etc (Bass, 1996; Gonzales
y Romero, 2002; Mota, 2002; Donelli et al., 1988; Caeiro et al., 1999; Periago et al.,
2002) y parasitos (Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Blastocystis hominis)
(Dupont, 1996; Marcano, 1994); donde, Blastocystis hominis se encuentra
frecuentemente involucrado en la poblacidon infantil, sefialando una elevada
prevalencia de 36,80%, en este grupo, el cual tiene un mecanismo de infeccion
similar al patrén expresado por el patdgeno Giardia lamblia, observandose en

algunos casos infeccion mixta entre ambos ( Devera et al., 2002).



En lo que respecta a las parasitosis debe considerarse Giardia lamblia, de
amplia distribucion en nuestro medio (Instituto de Salud Publica, 2004; Castillo et al.,
2000; Periago et al.,, 2002), que puede presentarse como diarrea aguda, pero
frecuentemente evoluciona a diarrea cronica, Sindrome de Malabsorcion y
desnutricion. ElI mecanismo de transmision es fundamentalmente fecal-oral, a traves
de las manos, secreciones, utensilios o agua y alimentos contaminados (estos ultimos
explican los brotes epidémicos de la enfermedad) (Dupont, 1996; OPS, 2002;
Castillo et al., 2000; Henry et al., 1995).

Otros aspectos epidemioldgicos importantes en la diarrea son la época del afio y
la edad. Las infecciones virales, que son las que registran mayor hospitalizacion, son
mas frecuentes en otofio-invierno, mientras que las de origen bacteriano lo son en
primavera-verano (Dupont, 1996; Ruiz y Zambrano, 2001; Castillo et al., 2000;
Henry et al., 1995; De Castro et al., 1994; Bajolet et al., 1998). A estas Gltimas se las
conoce también con el nombre de diarrea estival. En este grupo es importante sefialar
la relacion causal de la bacteria Echerichia coli enterotoxigénica con la diarrea del
viajero, es el segundo agente etiologico de diarreas agudas en nifios (Dupont, 1996;
Instituto Nacional de Nutricion, 1999), también son importantes aunque en menor
frecuencia las E. coli enterohemorragica ( Castillo et al ., 2000) y Shigella con el
sindrome urémico hemolitico (por ingesta de carnes insuficientemente cocidas)
(Dupont, 1996; Donelli et al., 1998).

En el grupo de los virus debemos destacar al Rotavirus como la causa mas
importante de diarrea viral, sobre todo en nifios menores de dos afos. (Ruiz y
Zambrano, 2001; Mota, 2002; Costa et al., 1997; Decré et al., 2000; Prasad et al.,
2000), en lo que respecta a Adenovirus entéricos, la prevalencia es alta, ya que
diversos estudios han demostrado su amplia distribucion a nivel mundial, en nifios
donde la presencia de anticuerpos en suero para Adenovirus, indicaron una infeccion

previa ( De Castro et al., 1994; Bajolet et al., 1998; Buchrieser et al., 1998; Bonesana



et al., 1979; Tiemessen et al., 1989). Estos diferentes agentes pueden producir diarrea
al actuar en el intestino delgado y/o grueso, basicamente por tres mecanismos:
produccion de toxinas, invasion de mucosa o destruccion de las células intestinales.
La consecuencia de esto es la pérdida de mayor volumen de agua y electrolitos, que
se manifiesta por deposiciones liquidas, abundantes, con moco y/o sangre; vomitos,
fiebre, malestar general, dolor abdominal y deshidratacion de leve a severa. Las
manifestaciones clinicas son variables, con sintomas intestinales y generales cuya
severidad depende de la causa y de la existencia de condiciones previas, como

desnutricion o inmunodeficiencia (Prasad et al., 2000).

De acuerdo a la importancia de la diarrea como patologia frecuente en nifios, y
que en pocas ocasiones es determinada su etiologia en nuestro medio, surge la
necesidad de realizar el presente proyecto de investigacion que permita al personal de

salud, conocer la etiologia de las mismas.

La presente investigacion constituye parte de un proyecto de investigacion, que
permitird establecer la etiologia de las diarreas en nifios menores de 5 afios. En el
presente estudio se evalud la prevalencia de virus, parasitos y bacterias como agentes

etioldgicos de diarreas agudas en la poblacidn antes mencionada.



JUSTIFICACION

Las diarreas en nifilos menores de 5 afios constituyen una importante causa de
morbilidad - mortalidad en Venezuela y en el Estado Bolivar. En la mayoria de los
casos los agentes causales de esta patologia no son identificados, debido a que existen
maltiples limitaciones diagnosticas. A pesar de constituir las enfermedades diarreicas
un importante problema de salud publica, los esfuerzos por determinar la etiologia

desde el punto de vista de diagndstico de laboratorio son escasos.

En el estado Bolivar el panorama no es diferente, de tal manera que surge la
necesidad de realizar un proyecto de investigacion que permita al personal de salud,
conocer la etiologia infecciosa de las diarreas diagnosticadas en nuestro medio, lo
cual deberd ser tomado en cuenta para el posterior desarrollo de programas de
prevencion y aplicacion de protocolos de tratamiento adecuados para evitar las
posibles complicaciones y surgimiento de nuevos brotes epidémicos en la poblacién.



OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la prevalencia de virus, parasitos intestinales y bacterias patégenas como
agentes etioldgicos de diarreas en nifios menores de 5 afios en Ciudad Bolivar. Estado

Bolivar.

Objetivos Especificos

1. Describir las caracteristicas epidemioldgicas (edad, sexo, procedencia)
de los pacientes evaluados.

2. Evaluar las caracteristicas macroscopicas generales de las heces
(consistencia, presencia de moco, sangre, restos alimenticios, color) en los

pacientes evaluados.

3. Sefalar los signos y sintomas mas frecuentes de la poblacién en

estudio.

4. ldentificar la presencia de Rotavirus y Adenovirus, como posibles

agentes etioldgicos de diarrea aguda.

5. Identificar la presencia de parasitos, como posibles agentes etioldgicos
de diarrea en los pacientes estudiados.

6. Identificar la presencia de bacterias patdgenas, como posibles agentes

etiologicos de diarrea aguda.
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7. Relacionar la etiologia de las diarreas con las manifestaciones clinicas

en los pacientes evaluados.



MATERIALES Y METODOS

Disefio de estudio

El presente trabajo es de tipo prospectivo y descriptivo.

Las muestras fueron procesadas en el departamento de parasitologia y
microbiologia de la Escuela de Ciencias de la Salud “Francisco Batistini Casalta”
para la busqueda de parasitos intestinales y virus entericos (Rotavirus y Adenovirus)
y en el laboratorio de Microbiologia del Complejo Hospitalario Universitario “Ruiz y
Paez” para la basqueda de bacterias enteropatdgenas (Salmonella spp, Shiguella spp,

Campylobacter spp, Aeromonas spp y Yersinia enterocolitica).

La presencia de antigenos virales de Adenovirus y Rotavirus en heces de
pacientes con diarrea aguda, se determind por el método de particulas utiles
sensibilizadas con anticuerpos especificos (DIARLEX ROTA® y DIARLEX
ADENO®), asi mismo se realizd coprocultivo de heces, examen coproparasitoldgico,
métodos de concentracion para parasitos Kato y Formol-Eter y técnicas especiales de
coloracion (Kinyou y Tricromica modificada por el método de Ryan Blue), para
determinar la etiologia infecciosa del sindrome diarreico en nifios menores de 5 afos.
A cada representante se le explicd la importancia del estudio y se les aplicé una

encuesta para la recoleccion de datos clinicos y epidemioldgicos.

Pacientes

El estudio incluird pacientes menores de 5 afios con Sindrome Diarreico Agudo,

que acudan al servicio de emergencia pediatrica del Hospital Universitario Ruiz y

12
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Paez y al Centro de Vacunacién “Dr. Carlos Hernandez Acosta” de Ciudad Bolivar.

Estado Bolivar, entre los meses Agosto del 2004- Febrero del 2005.

Previo consentimiento informado por escrito de los padres; se incorporaran al
estudio 110 pacientes menores de 5 afios de ambos sexos. Se les llenara una ficha de
recoleccion de datos personales, inicio de sintomas y datos de interés epidemioldgico
(Apéndice I).

Deteccion de Antigenos Virales

Procedimiento para Adenovirus y Rotavirus

La presencia de Rotavirus y Adenovirus, serd detectada mediante la prueba
Latex DIARLEX ROTA®vy la prueba de Latex DIARLEX ADENO®, los cuales
son capaces de detectar de forma fiable y confiable antigenos de Rotavirus y
Adenovirus, en heces de pacientes con diarrea aguda de origen rotaviral o

adenoviral.

Primero se procedera a recolectar muestras de heces diarreicas de los pacientes
en estudio, en recipientes de plastico, limpios y debidamente rotulados en orden
correlativo. Seguidamente, las muestras seran transportadas para su procesamiento
en el Departamento de Parasitologia y Microbiologia de la Escuela de Ciencias de la
Salud “Francisco Batisttini Casalta”. La deteccidon de los antigenos virales en cada
muestra se efectuara de la siguiente manera: se realizara una dilucion 1:10 (ejemplo:
0,5 ml de heces + 4,5 ml de Tampon de DIARLEX®) en un tubo de ensayo. Se
centrifuga a 3000 rpm, luego se separa el sobrenadante. Seguidamente, se dispensara
una gota del sobrenadante (50 ul) sobre cada una de las superficies rojas situadas

en los en los circulos de la Tarjeta Test.
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Después se procede a mezclar la mancha roja de la tarjeta con la gota de
muestra, usando un palillo de mezcla limpio para cada circulo. Finalmente se rotara
la tarjeta en todas direcciones para mezclar y observar. Si en un tiempo de dos
minutos se presenta una aglutinacion visible, el resultado sera positivo para Rotavirus
0 Adenovirus segun sea el caso. Si no se produjo aglutinacion el resultado sera
negativo para estos patdgenos. Se emplean controles positivos y negativos de
DIARLEX ROTA®y controles positivos y negativos de DIARLEX.

Examen Coproparasitologico

Examen directo

Estudio Macroscopico
En ésta etapa se identificaron las caracteristicas macroscopicas de las heces
como su consistencia (liquidas, blandas o duras), color, presencia de moco, sangre y

aspecto.

Estudio Microscopico

En un porta-objetos, se coloco separadamente una gota de Lugol y una gota de
solucion salina fisioldgica al 0,85%; posteriormente con la ayuda de un palillo de
madera se tom6 una pequefia porcion de materia fecal y se realiz6 una pequefa
suspencién en la gota de solucion salina y luego en la gota de Lugol. Seguidamente,
se cubrio el preparado con una laminilla cubre-objetos y se visualizard en el
microscopio Optico empezando con el objetivo de menor aumento hasta 40X (Bernard
et al., 2000).
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Técnica de Kato-Katz

El material utilizado para esta técnica de concentracion consistio en el uso de
l&minas porta-objetos, laminillas realizadas con papel celofan humectante de 24 x 30
mm y 40-50 mm de espesor con previa inmersion por 24 horas en una solucion con
100 ml de glicerina, 100 ml de agua y 1 ml de solucion acuosa de verde de malaquita
al 3%, papel higiénico y un palillo de extremidad rectangular. Se colocé sobre una
lamina porta-objeto la muestra de materia fecal con ayuda del palillo y luego se
procedid a colocar encima de éste el papel humectante preparado con la solucion, y se
comprimird suavemente, luego se esperd alrededor de 30 minutos y se examino la
muestra bajo el microscopio, con objetivos de 10X y 40X respectivamente (Bernard
et al., 2000).

Técnica de Formol- éter

Es el procedimiento mas utilizado para quistes de protozoos, huevos y larvas de
helmintos; el método utilizado fué la técnica simplificada, en la cual se afiade en un
tubo en partes iguales solucidn salina isotonica y formol al 10% aproximadamente 10
ml, se agregd 1 g de materia fecal y se mezcl6 bien, se procedié posteriormente a
filtrar el preparado por gasa doble, se agregd 2 ml de éter, se tapd y agitd fuertemente,
luego se centrifugd por espacio de 2 minutos a 2000 rpm, se decantaron las tres
primeras capas y se estudio el sedimento de la forma sefialada anteriormente, para el

examen directo (Bernard et al., 2000).
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Método de Kinyoun con fucsina fenicada

Este método es comunmente utilizado para la deteccion de coccidios en
muestras de heces. En ésta técnica se disolvieron 4 g de fucsina basica en 20 ml de
alcohol al 95% vy luego se agregd lentamente 100 ml de agua destilada mientras se
agitaba. Luego se fundieron 8 ml de fenol en un bafio de agua a 56 °C y se agregaron
a la solucidn de fucsina usando una pipeta con bulbo de goma, se colorearon los frotis
ya fijados durante 3-5 minutos; se lavaron con agua destilada y se secaron al aire;
luego se observaron bajo el microscopio, iniciando con el objetivo de menor aumento
(Murray et al., 2000).

Tincion de Tricromica Modificada para muestras de heces (Ryan-Blue)

Materiales
e 1ml de Acido acético glacial
¢ 0,6g de Cromotropo 2R
e 0,3g de Verde claro SF
e 0,7g de Acido Fototlingstico

e 100 ml de agua destilada estéril

Este método es utilizado para evaluar la presencia de Microsporidium sp; para
ello se preparo el colorante mezclando cada uno de los materiales sélidos y acido
acético glacial, y afiadiendo posteriormente a la mezcla los 100 ml de agua destilada;
luego se prepard el extendido con heces frescas o fijados con PVA (Alcohol
polivinilico). Los extendidos de heces se fijaron con metanol al 70% por 5 minutos
(omitiendo este paso para las muestras conservadas con PVA), luego se colocaron en

etanol al 70% mas solucion de Yodo D Antoni durante 2-5 minutos, luego se
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realizaron dos cambios con etanol al 70% , uno de 5 minutos y otro de 2-5 minutos,
después se colocaron en solucion la solucion colorante durante 10 minutos y en etanol
al 90% acidificado durante 3 segundos, se sumergieron en etanol al 100% vy se
realizaron dos cambios con etanol al 100% de 2-5 minutos cada uno , luego se
realizaron dos cambios con xileno o tolueno durante 2-5 minutos cada uno, se
sumergieron en Azul de Metileno o colorante de contraste durante 10 minutos, se
enjuagaron con agua destilada y se montaron con Permount, por Gltimo se cubrieron
los extendidos con cubre-objetos y se observaron al microscopio iniciando con el

objetivo de menor aumento, hasta 40X (Murray et al., 2000).

Coprocultivo

En ésta etapa las muestras de heces fecales fueron procesadas el mismo dia de la
recoleccion, transportadas en envases estériles; en caso donde no fué posible
procesarlas inmediatamente, las muestras fueron conservadas tomando con un hisopo

materia fecal e inoculando en un medio de transporte Cary-Blair.

El coprocultivo fue realizado siguiendo las recomendaciones del Comité
Internacional de Laboratorios Clinicos (Lenelle H, Balows A, Hansler W, Shadomy
HJ). Se procedio a inocular las muestras de materia fecal en los diferentes medios de
cultivo diferenciales, utilizando la técnica de agotamiento, para obtener colonias
aisladas, y en el caldo tetrationato; seguidamente se incubaron por 24 horas y en la
estufa graduada a 35°C; luego de transcurrido ese tiempo, se observé la morfologia
de las colonias desarrolladas en los diferentes medios de cultivos, tomando nota de
las mismas. Se valoraron las muestras de acuerdo a la fermentacion o no de la lactosa,
y se procedio a sembrar nuevamente en los medios de cultivos diferenciales
seleccionados segun cada caso (Agar Salmonella-Shiguela, agar-agar, Mc Conkey),
para la identificacion de las bacterias clasicas productoras de diarreas, de igual forma
se inoculd con el asa de platino una porcion del caldo tetrationato en el medio de
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cultivo XLD, durante 24 h a 35°C y en el medio Mc Conkey durante el mismo tiempo
a temperatura ambiente. Se observaron las colonias desarrolladas a partir de los
medios de cultivos y se procedié a realizar una tincién de Gram y subcultivos en
medios apropiados. La identificacion de microorganismos se llevé a cabo siguiendo
técnicas estandarizadas (bioquimicas y sexologicas), para la identificacion de género
y especie presentes en la muestra fecal; con la ayuda de la tabla de identificacion
(Bernard et al., 2000).

Andlisis Estadistico

Se realizo estadistica descriptiva. Se emple6 la Prueba de Ji al cuadrado o el
Test Exacto de Fisher para las variables cualitativas. Se utilizara el Paquete
Estadistico SPSS version 10.0 para Ordenador IBM.



RESULTADOS

Se procesaron un total de 110 muestras de heces obtenidas de nifios con
sindrome diarreico agudo. La edad media en la estudiada fue de 0,9 meses (DE
+ 1,3), con predominio del sexo masculino (n= 45; 56,3%). El grupo etario mas
frecuente fue el comprendido entre los 0 - 1 afio de edad con 53 casos (66,3%);

seguido por el grupo de 1 - 2 afios con 17 casos (21,3%) (Tabla 1).

Las caracteristicas macroscopicas de las heces analizadas se muestran en la
Tabla 2, donde se observd un predominio de heces liquidas y presencia de moco
(n=41;51,3%). La mayor frecuencia de episodios de diarrea en 24 horas, fue del
- 4 veces al dia (n=62;77,7%), seguido de 5 — 8 veces al dia (n=15;18,8%), en menor
frecuencia de 9 o mas deposiciones al dia (n=3;3,7%). La mayoria de los nifios
tenian entre 1 - 4 dias con diarrea (n=59; 73,8%), seguido por el rango de5-8
dias (n=13;16,3%), 9 — 12 dias (n=3;3,7%), y con mas de 12 dias de evolucion
(n=5;6,2%). Los sintomas clinicos prevalentes fueron fiebre (n=39;48,7%), dolor
abdominal (n=26;32,5%) y vémitos (n=19;23,7%) (Tabla 3).

Del total de las muestras analizadas, se encontré una prevalencia de parasitdsis
de un 27, 3% (30/110); siendo los protozoos los encontrados con mayor frecuencia,
de los cuales Blastocystis hominis tubo una prevalencia del 11,8% (13/110), seguido
de Giardia intestinalis con una prevalencia del 9,2% (10/110); Entamoeba histolytica
2,7% (3/110); En cuanto a los helmintos, el Unico agente etioldgico encontrado fue
Ascaris lumbricoides con una prevalencia del 1,9% (2/110); con menor frecuencia se
encontr6 Endolimax nana y asociaciones parasitarias (Entamoeba histolytica-

Blastocystis hominis), con una prevalencia del 0,9% (1/110) en cada caso.
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En cuanto a la prevalencia de virus entéricos analizados; Rotavirus obtuvo una
prevalencia del 10,0% (11/110). De los pacientes infectados con este virus, no se
observo ninguna asociacion estadisticamente significativa en cuanto al sexo, ya que
se presentaron 6 casos del sexo femenino y 5 casos del sexo masculino, el grupo
etario mas afectado fue de 1 - 2 afios de vida. Con Adenovirus resulto positivo el
2,7% (3/110). (Tabla 4). No se encontr6 asociacion estadisticamente significativa
entre la presencia de antigenos virales de Rotavirus y Adenovirus con los sintomas
clinicos de los pacientes (p>0,05).

Las enterobacterias encontradas en el presente estudio correspondieron a
Echerichia coli con una prevalencia del 2,7% (3/110), seguida de Salmonella spp con

una prevalencia del 1,9% (2/110) y Shigella spp, con una prevalencia de 0,9%
(1/110).

Tabla 1

Distribucion por edad y sexo de nifios menores de 5 afios
con diarrea aguda. Cd. Bolivar. Edo. Bolivar

EDA SEXO

D FEMENINO TOTAL

(afios MASCULINO n°. (%)

) n°. (%) ne. (%)

0-1 21 (60) 32 (71,1) 53
' (66,3)

>1-2 9 (25,7) 8 (17,8) 17 (21,3)

>2-3 1(2,9) 3(6,7) 4 (5)

>3-4 2 (5,7) 1(2,2) 3 (37)

>4 -5 2 (5,7) 1(2,2) 3(3,7)
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TOTA
35 (100)

45 (100)

80 (100)

Tabla 2

Caracteristicas de las muestras fecales en nifios con diarrea aguda

menores de 5 afios. Cd. Bolivar. Edo. Bolivar

Nifos con diarrea aguda

Caracteristicas de las Rotavi . Adenov Negat ITota
rus Irus ivos* n (%
heces (%) " (%) (%)
(%)
Consistencia de las heces
Blandas 4 1 (100) 34 39
(66,7) (46,6) (48,7)
Liquidas 2 0 (0,0) 39 41
(33,3) (53,4) (51,3)
Presencia de
Sangre 0(0,0) 0(0,0) 2(3) 2
(2,5)
Moco 4 0 (0,0) 37 41
(66,7) (51) (51,3)
Sangre y moco 1 1 (100) 10 12
(16,6) (13,7) (15,0)
Ninguno 1 0(0,0) 24 25
(16,6) (32,3) (31,2)

* Rotavirus y Adenovirus negativos
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Tabla 3

Manifestaciones clinicas en nifios menores de 5 afios con diarrea aguda y la

presencia de Rotavirus y Adenovirus. Cd. Bolivar. Edo. Bolivar

Nifos con diarrea aguda

) Rotavi Adenovi Nega Tota

Sintomas Clinicos  rys* n (%) rus** n (%) tivos I
n

(%) (%)

Nauseas 0(0,0) 0(0,0) 8 8
(10,9) (10)

VVémitos 3 (50) 0(0,0) 16 19
(21,9) (23,7)

Fiebre 3 (50) 1 (100) 35 39
(47,9) (48,7)

Dolor abdominal 1(0,0) 0(0,0) 25 26
(34,2) (32,5)

Negativo 1 0(0,0) 27 28
(16,6) (36,9) (35)

* Ji?=13,248, 1°L; p = 0,210.
** Ji2= 4,051, 1°L; p = 0,945.



Tabla 4

Distribucion por edad y sexo de nifios menores de 5 afios
con diarrea aguda positivos para Rotavirus y Adenovirus

Rotavirus Adenovirus
I(EaI?]ﬁSE)) Femenin Masculi Femenin Masculi
0 n°.(%) N0 n°.(%) 0 n°.(%) NO n°.(%)

0-1 1(33,3) 1(33,3) 0 (0,0) -
(0,0)
>1-2 1(33,3) 2 (66,7) 1 (100) -
(0,0)
>2 -3 1(33,4) - (0,0 - (0,0 -
(0,0)
>3-4 - (0,0 - (0,0 - (0,0) —
(0,0)
>4 -5 - (0,0 - - (0,0) —
(0,0 (0,0)

Total 3 (100) 3 (100) 1 (100)

0.0)




DISCUSION

Son innumerables los esfuerzos orientados a explicar el origen de las
enfermedades diarreicas, que sefialan el factor infeccioso como el mas importante, sin

duda, por su carécter contagioso *’.

La diarrea aguda constituye un problema de salud en todo el mundo, con mayor
incidencia en los paises subdesarrollados donde se estima que anualmente ocurren

alrededor de 870.000 muertes en nifios de 1 a 4 afios % %,

Se ha demostrado que el principal agente etioldgico viral, causante de diarrea en
nifios menores de 5 afios es Rotavirus humano, seguido por Adenovirus

2,3,7,10,15

entérico . El presente estudio demostré esta misma frecuencia de agentes

virales; resultados similares se han observado en otras partes del mundo*® y en

21,27

Venezuela se observa la misma prevalencia de Rotavirus®', en el caso de

Adenovirus no se encontraron estudios previos, a nivel nacional.

El principal patgeno viral aislado en este estudio fue Rotavirus con una
prevalencia de 10% (11/110), muy similar a un estudio previo realizado en el afio
2000 en el estado Bolivar, en el cual se observo una incidencia del Rotavirus del
12,4% (13/105) en nifios menores de 2 afios®. Estos porcentajes difieren con los
seflalados por otros investigadores en diferentes estados de Venezuela, en donde se
describe una prevalencia del 14% en Maracaibo (1994), 26,5% en Mérida (1999),

212123 Este estudio muestra

hasta un 30% en otras ciudades venezolanas (1999)
una prevalencia baja de Rotavirus, y Adenovirus en nifios menores de 5 afios con
diarrea aguda, lo cual podria deberse a que ésta sea causada por otros agentes
etiologicos: virales,  bacterianos, parasitarios 0 por problemas de absorcion

gastrointestinal tales como intolerancia a la lactosa. Un estudio reciente realizado
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por Vizcaya y col?’, demostré que en nifios menores de 5 afios con enfermedad
diarreica aguda el agente infeccioso mas frecuente fue de origen bacteriano en el
estado Mérida. Seria interesante evaluar las causas de diarrea, en otro intervalo de
tiempo para conocer si la prevalencia de diarrea por Rotavirus y Adenovirus varian en

esta region del pais.

En varias investigaciones realizadas en Venezuela en donde el periodo de
estudio fue més largo para la busqueda de agentes etioldgicos de diarrea se observo
un ligero incremento de casos positivos para Rotavirus, durante los meses lluviosos
(Julio - Diciembre) 2"?%_ Sin embargo, en cuanto a la frecuencia de diarrea por
Rotavirus, en paises desarrollados como Australia, Japon y Estados Unidos, donde
este agente ocupa el primer lugar entre las causas de gastroenteritis, este se presenta
en forma epidémica durante los meses mas frios del afio. En los paises en vias de
desarrollo de é&reas tropicales y subtropicales, el porcentaje de deteccion es
relativamente menor (30-50%), se encuentra a lo largo del afio y no se observan

marcados cambios estacionales?’.

Un trabajo realizado en Caracas demostrd una prevalencia de Rotavirus como
principal agente etioldgico de diarrea en nifios de 2 a 12 meses de edad, estos datos
coinciden parcialmente con los resultados del presente estudio, en donde el 83,4%
(n=5) de los pacientes positivos se encontraban entre los 7 - 24 meses. La
enfermedad causada por Rotavirus es baja entre los 0 - 2 meses de vida, en esta
investigacién no se presentaron casos positivos dentro de este rango, lo que puede

deberse a la proteccion por los anticuerpos transplacentarios .

Este estudio no evidencio preferencia de sexo para la infeccién por Rotavirus,
sin embargo, en la Universidad del Zulia entre noviembre 1989 y enero 1991,
demostré que los varones entre 0-12 meses de edad fueron los més afectados por

este agente viral®.
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Un estudio realizado en Mérida, (Venezuela) entre junio de 1993 a mayo de
1995, sefiala a Rotavirus asociado significativamente, con los voémitos (n=393; 81%),
deshidratacion (n=280; 58%) y fiebre (n=231; 48%)'. la presente investigacién no

demostro esta asociacion.

En la determinacion de antigenos virales de Adenovirus solo se encontrd 1
muestra positiva (1,3%), de las 80 muestras analizadas, esto concuerda con los datos
obtenidos en Bangladesh, donde se encontraron 80 casos positivos (1,8%) de 4.409
muestras procesadas™. Aunque difiere con otros investigadores quienes han sefialado
una prevalencia del 12% (Yucatan, México); 13,5% (Stockholm, Sweden) 23, Es
importante destacar que a nivel nacional no hay estudios que demuestren la presencia

de estos agentes en nifios con diarrea aguda.

Los Adenovirus afectan principalmente a nifios de 12 meses de edad. En este

trabajo, el Ginico caso de infeccién con este virus tenia esta edad y presento fiebre®'°,

Es importante destacar que en otras investigaciones se ha observado una diversidad
de manifestaciones clinicas en pacientes con gastroenteritis por este agente, como:

fiebre, vémito y dolor abdominal %12,



CONCLUSION

Durante el periodo evaluado la prevalencia de Rotavirus y Adenovirus en nifios
menores de 5 afos con diarrea aguda en Ciudad Bolivar, fue bajo (7,5% y 1,25%

respectivamente). Siendo méas comun la infeccion por Rotavirus.
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