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RESUMEN

La Proteina C Reactiva (PCR) es una proteina de fase aguda, su elevacion refleja
el estado inflamatorio o infeccioso. La utilidad de la PCR es mas comun en
infecciones de vias respiratorias, mientras que no existen estudios cientificos que
se enfoquen en infecciones intestinales. El propdsito de este estudio es
determinar la utilidad de la PCR para diferenciar infecciones intestinales
bacterianas de las viricas. Se analizaron a 250 pacientes que acudieron al
Laboratorio Clinico del Hospital Militar HB-7 Loja con diagndstico de infeccion
intestinal, mediante la prueba Latex PCR el 58,8% dieron positivo, a los cuales se
les realiz6 coprocultivo para comprobar la existencia de infeccion bacteriana,
siendo Salmonella (20%) la principal causante de este tipo de infeccion. A las
muestras que resultaron con PCR negativo (41,2%) se realizd la prueba de
Rotavirus, su incidencia fue mayor en nifios (12,8%). Concluimos que la medicion
de la PCR no es util cuando se la utiliza individualmente, por ello se recomienda
utilizarla siempre con pruebas complementarias para que ayuden al médico a

establecer el diagndstico y tratamiento preciso en infecciones gastrointestinales.

Palabras Claves: Proteina C Reactiva, Salmonella, Rotavirus, Infecciones gastrointestinales



"CLINICAL UTILITY OF C-REACTIVE PROTEIN IN THE DIAGNOSIS OF
INTESTINAL INFECTIONS IN PATIENTS ATTENDING THE MILITARY
HOSPITAL HB-7 CLINICAL LABORATORY IN LOJA"

Debbie C. Ifiguez, Kewy Y. Tituana
School of Biochemistry and Pharmacy, Universidad Técnica Particular de Loja, E-mail:
Kytituana@utpl.edu.ec

SUMMARY

C-Reactive Protein (CRP) is an acute phase protein and its elevation reflects the
extent of inflammatory or infectious state. The usefulness of CRP measurements
in the diagnosis of infection is used more in clinical settings as respiratory
infectious and cardiovascular processes but there are not scientific studies that
focus on gastrointestinal infections. The purpose of this study is to determine the
usefulness of CRP for differentiating bacterial intestinal infections of the virus. We
analyzed sera from 250 patients who attended the Military Hospital Clinical
Laboratory HB-7 Loja, who were in acute febrile illness and symptoms of
gastroenteritis, by CRP Latex test was obtained that 147 (58,8%) were positive.
The same who were performed stool culture to see if their symptoms were due to
a bacterial infection, being Salmonella (20%) the cause of this type of infection,
predominantly female (8%). For samples that tested CRP negative (41,2%)
rotavirus testing were performed, its incidence is presented mostly in children
(12.8%). According to the results we conclude that measurement of CRP is not
useful when used alone, and is why it is always recommended to use additional
tests to help to doctor in the diagnosis and precise treatment in gastrointestinal

infections.

Keywords: C-Reactive Protein (CRP), Salmonella, Rotavirus, Gastrointestinal

infections

INTRODUCTION

CRP is a non-glycosylated protein and whose synthesis is modulated by
produced exclusively by hepatocytes pro-inflammatory cytokines (IL-6, IL.1
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y TNFa) and by genetic and
(12)

environmental  factors in
response to processes that enrolled
tissue damage, infection,
inflammation and malignancy by
activated leukocytes®™. Currently its
importance lies in being a great
element of evaluation of inflammation
and infection, and that mimics the
action of antibody binding to the
microorganisms and causing the
elimination of these by opsonization
®) The sole determinant of CRP
concentrations is the intensity of the
pathological process that stimulates
the production and the decrease is
representative of clinical improvement
@4 Measurement of CRP is
performed by the CRP-Latex Test,
rapid test slide agglutination for the
direct detection and semi-
quantification of CRP in serum. The
presence of agglutination is indicative
of an increased CRP level above the
upper limit of reference of the
samples tested *®. The CRP
concentration is generally up to 6
mg/L in serum of healthy individuals.
The response of the CRP has been
influenced over their values in
patients with pre-existing infections,
autoimmune diseases, tumors and

obesity @

The usefulness of CRP
measurements in the diagnosis of
infection has been studied in different
clinical settings in both infectious
processes of the airways no
cardiovascular processes. No
scientific studies focus on
gastrointestinal  infections,  being
elemental to distinguish bacterial
etiology of viral syndromes in patients
with acute febrile illness @. It is
important to know that when the CRP
IS positive in patients with symptoms
of intestinal infection, would be
suspected in  bacterial  origin.
However if the CRP is negative in
patients who have the same
symptoms to the previous one, it

would be of viral origin ¢ ©.

The acute gastroenteritis (GEA)
remains a serious health problem in
both developed and developing
countries. Is the major cause of
children morbidity and mortality, 3.5%
of the world's population acquires
GEA every day. In developed
countries, infants and young children
have fewer episodes of diarrhea,
most of them being mild, while in
adults, clinically significant diarrhea
are less common. In developing
countries the chance of a child dying

before age 5 from diarrhea may reach
Xl



50% depending on socioeconomic
and nutritional factors ®.  The
number of reported cases of diarrhea
in Ecuador is 450.963 © ranking
second of infectious diseases. The
province of Loja, the number of cases
is 18,884, being the third province in
the mountain range with a high rate of
GEA 19,

The bacteria are considered the
second leading cause of acute
diarrhea after virus in pediatric
patients and adults & V. Salmonella
is the most common pathogen found
to cause toxicity-food infections in
developed countries, and one of the
most common with E. Coli and
Shigella in developing countries (*%).
In Venezuela, a study reported that
85.7% of food-borne infections were
due to the presence of Salmonella
spp (13)

incidence of this disease, particularly

. In Ecuador there is a high

in cities in the coastal region.
Guayaquil is being the third place
between visits Children's Hospital, in
the Francisco de Ycaza Bustamante’s

Hospital.

Acute viral gastroenteritis is more
common and more dangerous in
children than in adults. A rotavirus is

the most important virus especially in

the first two years of life, and often
occurs in times of winter “¥. This
infection is a major cause of acute
gastroenteritis in children attending

(9 Intestinal

child care centers
infections in children under 5 years
are caused by rotavirus prevalence of
48.1% in a study conducted at the
Hospital San Rafael, Colombia. In
Ecuador, the Ministry of Public Health
conducted surveillance of rotavirus
diarrhea obtaining an average of
40.8% of cases of children infected in
the year 2007 9. In the city of Loja,
research contributions by students of
Universidad Técnica Particular de
Loja, showed that rotavirus was the
leading cause of viral gastroenteritis
in our city, with an average of
39.3%"". The goal of our research is
to determine the usefulness of CRP
for differentiating bacterial intestinal
infections of the virus, since in the city
of Loja there are no studies that use

CRP as a diagnostic aid for them.

MATERIALS AND METHODS

During the months of January to June
2011, blood and stool samples of 250
patients who attended the Military
Hospital Clinical Laboratory Loja HB-
7 were obtained, which included
patients of all ages and both sexes.

Xl



Serological testing for the
determination of CRP was performed
on all 250 patients who presented
symptoms of a gastrointestinal
infection, of which 153 were positive
(>6 mg/L) and 97 had a negative

result (less than or up to 6mg/L).

A small amount of liquid stool was
taken from patients with positive
CRP; the

polymorphonuclear cells was

examination of

performed. If it were positive, we
seeded in selenite broth. After 24 hrs
in petri dishes, it was chiming with
selective media Salmonella -
Shigella. Then were discarded boxes
in which had no growth and if it
growth had conducted biochemical
tests for identification of the
microorganism. In contrast to the 97
samples that were negative in CRP
serology testing, qualitative testing
was performed by Rotavirus in stool

rotavirus Simple Test.

The results were analyzed in the
statistical program XLSTAT (2008).
The variables were determined by the
same age group which was included
by the results of the CRP-Latex test,
type of infection (bacterial and viral)

and type of microorganism.

RESULTS AND ANALYSIS

tested 250

samples of blood and stool of patients

In this study we

attending the Clinical Laboratory of
the Military Hospital Loja HB-7,
regardless of age or sex, who had
a severe fever and diarrhea. After
having practiced the PCR-Latex

test, the examination of
Polymorphonuclear, Stool culture and
Rotavirus, we obtained the

following results:

Performed PCR-Latex testit was
found that of 250 patients, 147had
which 22.8%

18.4% of

a positive  result, of
were female adults,
male adults, children
and 14.8% 2.8% adolescent both

sexes respectively.

POSITIVE RESULTS IN THE CRP TEST

i 22,8%
P
18,4%

20 14,8%

2,8%

5 | |
)
|,/ { _ | y”
v ;

KIDS TEENS MALE FEMALE

GRAPHIC 1. Represent the percentage of positive
results in CRP-Latex.
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Inthe Figure 1 shows that inthe

different age  groups showed no

remarkable difference in the
elevation of CRP, it appears that the
presence of the sameis not a
marker to distinguish an infection or
inflammation between age and
gender, since its increase reflects the
degree of inflammation
or infection which is in the patient,
Prieto j.,, et al 2010. It should be
emphasized that there was
greater attendance of female gender
in this study with a rate of 22.8% as

opposed to other groups studied.

PREVALENCE OF BACTERIA FOUND IN THE
STOOL CULTURE

u Shigella spp.
=E. Coli
@ Proteus

Vulgaris
m Otras Bacterias

m Salmonella spp.

GRAPHIC 2.Result obtained after performing stool
culture and identifying the organism.

According to the population

studied the most frequently isolated

bacteria in a stool

culture was Salmonella spp.,
representing 20%(Figure 2),
being female with

an 8% acquiring gastrointestinal
infections caused by this
organism more easily (table 1).
Possible causes would be the direct
contact with food and poor hygiene
conditions it presents. These data
differ

by Sandrea L., et al

from those reported

2007, which
indicates that 85.7% children are

those with a higher prevalence of
gastrointestinal infections caused by
Salmonella spp., because there are
poor hygienic conditions health’s in

this population.

PREVALENCE OF ROTAVIRUS
14 4 12,8%
12
10
8
6 4,8% 4,8%
4
1,2%
2
(=] ‘
0 \
KIDS TEENS MALE FEMALE

GRAPHIC 3. Represent the incidence of bacterial
gastrointestinal infections, viral infections and without
infection.

In addition to the PCR test was
results, these

XV
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were tested for rotavirus giving a large
number of casesin children witha
12.8% as
tomenand women who had a 4,
8% (Figure 3). According to Glass RI, et

percentage of opposed

al 2004, there is usually no increased
concentration of C-reactive protein in
viral infections, but with a CRP less or
equal to 6 mg / L infection is not ruled
out because of this. Acute viral
gastroenteritis is more common and
more dangerous in children than in
adults, being that the rotavirus is the
most important virus in winter seasons.
The same research matching
contributions in the city of Loja from
2006 - 2008, by students of UTPL,
which showed that rotavirus was the
leading cause of viral gastroenteritis in
our city, with an average of 39.3 %
incidence in children in the colder

months and rainy. Cevallos G, 2005.

PREVALENCE OF
GASTROINTESTINAL INFECTIONS

mBACTERIANAS
uVIRICAS
uSIN INFECCION

s OTRAS
INFECCIONES

GRAPHIC 4. Prevalence of gastrointestinal infections by
determination of CRP

As we can see the 250 patients who
were part of our investigation it turned
out that 128 people (51.2%) had a
gastrointestinal
also showed that 59 patients (23.6%)

bacterial infection;
with gastrointestinal infections were
caused by rotavirus. With these data
we can say that PCR was not helpful
to distinguish a bacterial infection of a
viral; the same as Herrera L., et al
2005, indicate that despite the long
time it has used this diagnostic test
has not been found valid evidence to
support the use of PCR in acute
febrile patients at risk for serious
bacterial infection, to distinguish the
etiology of bacterial or viral
syndromes deciding to start or

discontinue antibacterial treatment.

The 17.6% of patients did not present
any kind of bacterial infection even
though they had an acute diarrheic
rotavirus both PCR and was negative,

(Giardia
histolytica,

this may be parasitic

Lamblia, Entamoeba
Criptosporidium, Isospora Belli), fungi
(Candida, Histoplasma, Aspergillusor)
also by drugs and toxic (laxatives,
herbicides, gold salts, antibiotics,
thyroxine, cholinergic agents) and
other causes such as food overload,
acute diarrhea functional initial

outbreak of chronic diarrhea,

XV



ischemic colitis, partial intestinal

obstruction. Abad E., et al, 2004.

Finally for 7.6% had a positive PCR

test and was negative
polymorphonuclear considering that
studied an acute febrile illness, so it
was suspected of suffering from other

diseases. According to a study by

Arteaga B., et al. 1999, CRP s
elevated when a person has
symptoms of an acute febrile
diseases, especially respiratory,

inflammatory, rheumatic fever, etc.,

and no a gastrointestinal infection.
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FIN, PROPOSITO Y COMPONENTES



1. FINDEL PROYECTO

Aportar a la comunidad cientifica con un estudio sobre la utilidad de la
Proteina C Reactiva como un meétodo de diagndstico de infecciones
intestinales, coadyuvando al campo médico en el tratamiento oportuno de las

enfermedades infecciosas.

2. PROPOSITO DEL PROYECTO

Verificar la utilidad de la Proteina C Reactiva en el diagnéstico clinico de
infecciones intestinales, bacterianas y viricas, utilizando un método seroldgico

cuali-cuantitativo ampliamente usado en diversas patologias.

3. COMPONENTES DEL PROYECTO

Los resultados esperados para lograr el propésito de la presente

investigacion son:

Determinar la presencia de Proteina C Reactiva tanto cualitativa como
cuantitativa para diferenciar infecciones bacterianas y viricas de origen

intestinal en pacientes que acuden al Hospital Militar HB-7 Loja.

~ Cuantificar los niveles de PCR en pacientes que en su prueba
cualitativa dieron un resultado positivo.

~ Realizar prueba de polimorfonucleares y coprocultivo para un PCR
gue resultara positivo para posteriormente identificar el agente
etiologico.

~ Efectuar pruebas de Rotavirus en heces cuando la PCR nos diera un

resultado negativo.



INTROBUCECION Y ANTECEBENTES



2. INTRODUCCION

La Proteina C Reactiva (PCR) es una proteina de fase aguda, se une a
multiples proteinas de la pared de microorganismos, con lo cual cumple
funciones de opsonizacion. La PCR es una proteina no glicosilada producida
exclusivamente por el hepatocito y cuya sintesis esta modulada por citocinas
pro-inflamatorias ®. La magnitud de su elevacion refleja la extensiéon del
estado inflamatorio o infeccioso y su disminucién es representativa de la
mejoria clinica y de la eficacia de la intervencion terapéutica V. La utilidad de
las mediciones de la PCR en el diagndstico de infeccién ha sido estudiada en
distintos escenarios clinicos tanto en procesos infecciosos de las vias
respiratorias como en procesos cardiovasculares, mientras que no existen
estudios cientificos que se enfoquen en infecciones gastrointestinales, siendo
de ayuda para distinguir la etiologia de sindromes bacterianos de virales, o
para dar un diagndéstico previo al tratamiento con antibidticos en pacientes

cursando cuadros agudos febriles.* ?

La gastroenteritis aguda (GEA) sigue siendo, a pesar de los grandes avances
acontecidos en los dltimos afios, un grave problema de salud, tanto en los
paises desarrollados como en los de via de desarrollo una causa muy
importante de morbi-mortalidad infantil. El 3,5% de la poblacién mundial
(6.000 millones) tiene GEA cada dia, lo que significa que en torno a 200
millones de personas sufren diariamente en el mundo este cuadro clinico. En
paises desarrollados, los lactantes y nifios pequefios tienen menos episodios
de diarrea, siendo la mayor parte de ellos leves; mientras que en adultos, las
diarreas clinicamente significativas son menos frecuentes, salvo en epidemias
especificas definidas o en brotes con un origen comun debido a alimentos o
agua contaminados. Se ha estimado que en paises en vias de desarrollo la
probabilidad de que un nifio muera antes de los 5 afios por enfermedades
diarreicas puede llegar al 50%, dependiendo de factores socioecondémicos y

nutricionales. ¢

'Povoa P., (2002).

2 Jaye DL, et al., (1997).

* Prescott L., et al., (2002).

® Lopez Brea M, et al. (2005)
%® Regueiro J., et. al. (2006).



El nimero de casos reportados de diarreas en el Ecuador es de 450.963%9,

ocupando el segundo lugar de enfermedades infecciosas; mientras que en la
provincia de Loja, el nimero de casos es de 18.884, siendo la tercera
provincia de la sierra con un alto indice de GEA ®Y. Aunque la tasa de
mortalidad por diarrea aguda entre los nifios y nifias menores de cinco afnos
ha descendido de 4.6 millones en 1979 a 1.6 millones en 2002, este problema
sigue cobrando muchisimas victimas en la poblacién infantil de los paises en

desarrollo ©9,

La gastroenteritis bacteriana aguda causada por microorganismos invasivos,
entre los que la Salmonella puede considerarse como prototipo, ocasiona
dolor abdominal, fiebre y las heces son menos voluminosas, con presencia de
sangre macroscépica 0 microscopica, leucocitos y moco. Salmonella es el
patdbgeno mas encontrado como causante de toxiinfecciones alimentarias en
paises desarrollados, y uno de los mas frecuentes junto con E. Coli y Shigella
en paises en desarrollo ®”; en Venezuela, en el estudio realizado por la
Universidad del Zulia durante el afio 2006, obtuvieron que el 85,7% de las
infecciones alimentarias fueron debidas a la presencia de Salmonella spp .
En el Ecuador existe una alta incidencia de la enfermedad, principalmente en
ciudades de la Region Costa, como Guayaquil ocupando la salmonelosis el
tercer lugar entre las consultas del Hospital del Nifio; en el hospital Francisco
de Ycaza Bustamante, al igual que en las consultas médicas, especialmente

de nifios mayores de 2 afios y ancianos®

La gastroenteritis viral aguda es mas frecuente y mas peligrosa en nifios
pequefios que en adultos, siendo rotavirus el virus mas importante
especialmente en los dos primeros afios de vida, y suelen presentarse en
temporadas de invierno, aunque en regiones tropicales la infeccion tiende a
aparecer durante todo el afio. © Producen unos 125 millones de infecciones
cada afio en los paises en desarrollo y son causa de 873.000 fallecimientos

anuales ©.

® Lépez Brea M, et al. (2005)

" sandrea L., et al., (2007)

8 El Universo. (2004)

° GLASS R, et al (2004)

" Aloney W., et al (2008).

% Ministerio de Salud Publica del Ecuador (2008)

® Caceres D. et al (2003)

% Departamento Estadistico. Jefatura Provincial de Salud Loja (2008)



Las infecciones intestinales en nifios menores de 1 afo, y en general, en
menores de 5 afios, causadas por rotavirus tienen prevalencia del 48.1% en
un estudio realizado en el Hospital San Rafael y Clinica Salud- Coop de Tunja
- Bogota- Colombia en el afio 2004 ®®_ En Ecuador, el Ministerio de Salud
Publica realizé la Vigilancia de la Diarrea por Rotavirus obteniendo un
promedio del 40.8% de casos de nifos infectados en el afio 2007, justificando
asi la necesidad e importancia de implementar un programa de vacunacion
contra Rotavirus en nuestro pais . En la ciudad de Loja, desde 2006 -
2008, aportes investigativos por parte de estudiantes de la Universidad
Técnica Particular de Loja, demostraron que el Rotavirus era la primera causa
de Gastroenteritis viral en nuestra ciudad, con un promedio del 39.3% de

incidencia en los meses frios y lluviosos. ¢V

La incidencia de gastroenteritis aguda es muy variable y puede estar causada
por una gran variedad de patdégenos tanto bacterianos como viricos. El
objetivo de nuestra investigacion es determinar la utilidad de la Proteina C
Reactiva para diferenciar infecciones intestinales bacterianas de las viricas,
ya que en la ciudad de Loja no existen estudios en los que utilicen la PCR
como ayuda para el diagndéstico de las mismas.

3. ANTECEDENTES

3.1 PROTEINA C REACTIVA (PCR)

La Proteina C Reactiva fue descubierta originalmente por Tillett y Francis
en 1930 como una substancia en el suero de pacientes con inflamacién
aguda que reaccionaban con el polisacarido C del Streptococcus
Pneumoniae. Inicialmente se pensaba que la PCR podia ser una secrecion
patdbgena ya que se daba en una cantidad elevada en personas con
diferentes enfermedades en las que se incluian carcinomas El
descubrimiento de la sintesis hepatica y secrecion de la Proteina C
Reactiva cerr6 ese debate. En los ultimos afios se cree que la PCR esta
relacionada con la fosfocolina, iniciando el reconocimiento y la fagocitosis

de células dafiadas. *®

1% Ministerio de Salud Publica del Ecuador. (2008)
™ Cevallos G, et al (2005).

'3 Herbet B, et al (2001)

% Manrique F., et al. (2006),



La PCR pertenece a las familias de las pentraxinas, proteinas plasmaticas
de unién dependiente del calcio, se compone de cinco subunidades
polipeptidicas idénticas que forman un polimero de peso molecular entre
115.000 y 140.000 daltons y es un reactante de fase aguda que se produce
en hepatocitos como respuesta a procesos que cursan dafo tisular,
infeccion, inflamacién y neoplasia maligna por parte de leucocitos
activados. ¥

El higado es la principal fuente de sintesis de la PCR y otros marcadores
de inflamacion, tales como el fibrindbgeno o la proteina sérica A amiloide. La
produccién hepética de PCR es estimulada por citocinas sistémicas como
interleucina 1 (IL-1) alfa, interleucina 6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral
(TNF)-alfa, ademas de estar modulada por factores genéticos vy

medioambientales. ?2®

Proteina C Reactiva
Fuente: Jaye DL., et al., Clinical applications of C-reactive protein in pediatrics (1997)

Actualmente su importancia radica en ser un excelente elemento de
evaluacion de inflamacion e infeccion bacteriana; es la mas usada de las
llamadas “reactantes de fase aguda” ya que imita la accion de los
anticuerpos uniéndose a los microorganismos y provocando la eliminacion
de estos por opsonizacion. ?®

Esta proteina tiene una vida media de cuatro a seis horas y puede
aumentar hasta mil veces en respuesta a la inflamacion, sepsis o infeccion;
esta es constante e independiente del proceso subyacente, por lo que el
anico determinante de las concentraciones de la PCR es la intensidad del
proceso patolégico que estimula su produccion y su disminucion es
representativa de la mejoria clinica y de la eficacia de la intervencion

terapéutica. >¥

2 Jaye DL, Waites KB, (1997).
14 Prieto J., et al (2010)

26 Regueiro J., et al., (2006).
28 Tornel P. et al. (2003)
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3.1.1. VALORES NORMALES Y PATOLOGICOS

La concentracion de PCR generalmente es hasta 6mg/L en el suero de
adultos sanos ™Y mientras que en nifios su valor normal es < 2mg/L.
Tras un estimulo intenso puede aumentar hasta mas de 500 mg/L, su
produccion es rapida con concentraciones en plasma que aumentan en las

primeras 6 horas y con pico maximo a las 48 horas. ?®

3.1.2. UTILIDAD CLINICA DE LA PROTEINA C REACTIVA

En la mayor parte de enfermedades las concentraciones plasmaticas de
PCR reflejan el grado de inflamacion y dafio tisular de forma mas precisa
gue otros parametros de respuesta de fase aguda como la VSG o la
viscosidad plasmatica, entre las principales tenemos: 4

~ Infecciones: bacterianas, fungicas, micobacterianas y virales

~ Complicaciones de infecciones: fiebre reumatica y eritema nodoso

~ Enfermedades inflamatorias: artritis reumatoide, artritis crénica juvenil,

polimialgia reumética, enfermedad Cronh, fiebre mediterrdnea familiar.

~ Necrosis y traumatismos

~ Infarto de miocardio

~ Enfermedades malignas

~ Linfoma, carcinomas , sarcomas ¥

No obstante, existen enfermedades en las que la elevaciéon de la PCR es
discreta o esta ausente como en lupus y colititis ulcerosa; se desconoce la
razon por la que no se eleva la PCR en estos casos a pesar de una
evidente inflamacién y dafio tisular, ni porque la respuesta de la PCR a
procesos infecciosos intercurrentes permanece intacta. La respuesta de la
PCR no ha sido correlacionada con la edad, sexo, tiempo operatorio,
magnitud de la hemorragia intraoperatoria, transfusiones, drogas
administradas o tipo de anestesia; pero se ha visto influencia sobre sus
valores en pacientes con infecciones preexistentes, enfermedades

autoinmunes, tumores y en obesos.®¥

3 Herbet B, et al (2001)
 Prieto J., et al. (2010)
%% Regueiro J., et al (2006)



3.1.3. METODO DE DETECCION MEDIANTE PCR-LATEX

El CRP-Latex Test, es una prueba rapida de aglutinacion en portaobjetos
para la deteccion directa y la semi-cuantificacion de la proteina C reactiva
(PCR) en suero. La determinacion se efectia ensayando una suspension
de latex recubierto con anticuerpos anti-PCR, frente a los sueros problema.
(1518) | 3 presencia de aglutinacion es indicativa de un aumento del nivel de
PCR por encima del limite superior del intervalo de referencia de las
muestras ensayadas. ***® Las reacciones de aglutinacién, involucran una
interaccion secundaria entre Ag-Ac (Fig., 2b) que llevara a la aparicion de

un aglutinado que se visualiza como grumos.

Los principios fisico-quimicos que gobiernan la formaciéon de estos
aglutinados son los mismos que gobiernan la formacion de un precipitado.
La gran diferencia entre las reacciones de precipitacion y de aglutinacion
son las caracteristicas del antigeno: mientras que en las reacciones de
precipitacion se emplean antigenos solubles, en las reacciones de

aglutinacion el Ag es particulado.®® (Fig., 2a)

.. .
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Figura 2a Figura 2b

Unién de anticuerpos con las particulas de Latex
Fuente: Prieto J., et al. La Clinica y el Laboratorio. (2010)

Las ventajas de las reacciones de aglutinacion desde el punto de vista de
su utilidad en el laboratorio es que son muy sencillas de realizar, no
requieren ningun equipamiento para su lectura, son rapidas y faciles de

implementar.*®

 prieto J., et al. (2010)
> Montoreano R. (2002)
'8 price CP, et al (1987)



Sin embargo, cabe mencionar, que las reacciones de aglutinacion
presentan menor sensibilidad que las reacciones de interaccién primaria

tales como ELISA e Inmunofluorescencia indirecta. ¢
Prueba cualitativa

Se puede expresar en forma cualitativa, dando resultados positivos (+), por
ejemplo en la fiebre reumatica y negativos (-) en sujetos aparentemente
sanos. Sin embargo, un resultado negativo con esta prueba no significa
que no hay PCR en sangre del paciente sino que la concentracion esta por

debajo del limite de deteccién de la prueba PCR cualitativa. (639

/C- C;: = / G

CPR-LATEX. Test Cualitativo
Fuente: Sério G., (2009), BIOTECNICA IND.COM. LTD

Prueba semi-cuantitativa

El test semi-cuantitativo se puede efectuar segin el mismo modo de
empleo que el test cualitativo realizando diluciones de la muestra en NaCl 9

g/L en tubos de ensayo, como se muestra a continuacion: 3%

DDV

MUESTRA 142 1/4 1/8 1/16
SIN DILUIR

* Montoreano R. (2002)
% Price CP, et al (1987)
% Sério G., (2009),

10



liluciones 172 1/ 1/8 1116

MNall @ gL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL
Muestra 100 pL - . -
— 00 plL
- 100 pL 100 pL
— —

Trasferir scbre un circulo de |3 placa de test

KMuestra diluida &0 pL 50 pL ED pL E0 pL

Reactive (vial R1) S0 pL 50 pL S0 pL S0 pL

Calcular el resultado segln la siguisnts fbrrmula:

[N ]
-
(8]

& x MY de la dilucign B &oud Exd

Regultados: mail 12 24 48 og

CPR-LATEX. Test Semi-cuantitativo
Fuente: Sério G., (2009), BIOTECNICA IND.COM. LTD

La tasa aproximada (mg/L) de PCR presente en la muestra puede
obtenerse multiplicando la unidad minima detectable (sensibilidad analitica)

por el titulo de la Gltima dilucion positiva. 9

Existen otros analisis como ELISA, la inmunodifusién répida,

inmunoturbidimetro, la nefelometria y la aglutinacion visual que permiten

también conocer los niveles de proteina C reactiva en sangre' ‘¢

% price CP, et al (1987)
% Sério G., (2009),

11



3.2. INFECCIONES GASTROINTESTINALES

3.2.1. ENFERMEDAD DIARREICA AGUDA

La enfermedad diarreica aguda (EDA) se puede definir como un cambio
subito en el patron de evacuacion intestinal normal del individuo,
caracterizado por un aumento en la frecuencia o disminucion en la

consistencia de las deposiciones. "

Para ser considerada como aguda, su aparicion debe tener menos de tres
semanas y casi siempre en niumero mayor a tres en 24 horas. La causa
mas importante y frecuente de EDA es la infeccidn entero-célica con
respuesta variable en los enfermos; algunos manifiestan cuadros graves,

otros sintomas moderados y otros son asintomaticos. "
3.2.2. EPIDEMIOLOGIA

La enfermedad diarreica aguda constituye una de las consultas mas
frecuentes en los servicios de consulta externa, urgencias y consultorios de
médicos generales y pediatras; por lo tanto las EDA han constituido un
problema importante de salud publica en el mundo, dichas enfermedades
afectan a todos los grupos de edad, sin embargo los mas vulnerables son

los menores a 5 afios. ‘817

Se estima que los habitantes, principalmente nifios, de los paises
desarrollados sufren una media de uno a dos episodios de EDA por afio.
En contraste con los paises en desarrollo la EDA sigue siendo una de las
principales causas de mortalidad infantil donde se presentan seis episodios
por afio especialmente en menores de 5 afios. La tasa de ataque alcanza
al valor maximo en el momento que el nifio comienza a recibir alimentos y

liquidos que pueden contaminarse con enteropatégenos. 819

7 Kumate J., et al (1994)
'8 Brooks G., et al (2005)
® Garcia M, et al (2001)
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La OMS estima que hay 1.5 billones de episodios de diarrea por afo, los
cuales causan 2.5 millones de muertes a nivel mundial. Por lo tanto la EDA
es la tercera causa de muerte en nifios después de las infecciones
respiratorias agudas, las primeras causas de consulta y egreso

hospitalario. *®

Las caracteristicas epidemiolégicas propias de la enfermedad diarreica en
los paises subdesarrollados donde las malas condiciones higiénicas y
sanitarias de la poblacion mas pobre (carencia de agua potable, disposicion
inadecuada de las excretas, proliferacién de posibles vehiculos de infeccion
como las moscas, inadecuado lavado de manos, malas condiciones de
conservacion de los alimentos) favorecen la transmisién de una persona a
otra por via fecal-oral y determinan que la enfermedad se presente en

forma endémica con brotes epidémicos en los meses célidos. *®

En algunos paises que han registrado descensos importantes en la
mortalidad por enfermedad diarreica, no han logrado una disminucion en
las tasas de morbilidad por esta causa, ni en la proporcion de los casos que
se hospitalizan, poniendo de manifiesto la falta de deteccion precoz y
tratamiento adecuado de los casos que se detectan y el desmejoramiento

de las condiciones de vida y de las condiciones sanitarias de la poblacion.
(18)

3.2.3. ETIOLOGIA

La diarrea es causada por un numero muy amplio de agentes infecciosos:

AGENTE MECANISMO DE TRANSMISION % ‘ FRECU.
Rotavirus Contacto directo y posiblemente aéreo 12-20
Echerichia coli Agua y alimentos contaminados 10-22 ALTA
Campylobacter jejuni Leche y otros alimentos, agua 12-15
Shigella sp. Contacto directo y alimentos contaminados 8-12
Salmonella sp. Agua y alimentos contaminados 2-6 MEDIA
Giardia lamblia Agua y alimentos contaminados 2-6
Yersenia enterocolitica Agua y alimentos contaminados 1-3 BAJA
Entamoeba histolitica Contacto directo y alimentos contaminados 1

Microorganismos que ocasionan gastroenteritis
Fuente: Jiménez J, et. al., Tratamiento de la diarrea aguda infantil en atencion primaria. Informacion
Terapéutica del Sistema Nacional de Salud 1998

'8 Brooks G., et al (2005)
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Las bacterias estan consideradas como la segunda causa de diarrea
aguda, después de los virus, tanto en pacientes pediatricos como en
adultos. La gastroenteritis aguda afecta con mayor frecuencia y severidad a
nifos pequefos y a desnutridos, en los cuales puede causar la muerte, Si
no se recibe adecuado y oportuno manejo terapéutico en especial del
desequilibrio hidroelectrolitico y en el caso de algunas enterobacterias
tratamiento antibidtico especifico. Las bacterias entéricas con frecuencia
causan también infeccion en d6rganos diferentes al tracto gastrointestinal y
tienen tendencia a causar sepsis. ‘8 19

La diarrea aguda bacteriana es producida por diferentes agentes, siendo la
de mayor frecuencia en el mundo la E. Coli enterotoxigénica, seguida de
Salmonella, Campylobacter Jejuni, Shigella, Yersinia, Clostridium Difficile y
Vibrio Cholerae. Segun la etiologia, la diarrea puede ser por accion directa

del microorganismo o por su toxina. %

3.2.4. INFECCIONES GASTROINTESTINALES BACTERIANAS

Las infecciones gastrointestinales de origen bacteriano contintan siendo
causa de enfermedad, mortalidad y pérdidas econ6micas en muchas partes
del mundo, incluidos paises desarrollados en los que se han introducido
programas de control. Los sintomas de infecciones gastrointestinales
agudas son usualmente leves a moderados, con remisién espontédnea pero,
en algunos casos, la enfermedad puede condicionar un rapido
empeoramiento de la condicién del paciente . La patogenia de la
infeccion bacteriana incluye el inicio del proceso infeccioso y los
mecanismos que inducen el desarrollo de signos y sintomas de las
enfermedades. Las caracteristicas de las bacterias patégenas incluyen
transmisibilidad, adherencia a las células del huésped, invasion de células
y tejidos del huésped y toxigenicidad. Muchas infecciones causadas por
bacterias comunmente consideradas patdgenas son imperceptibles o
asintomaticas. La enfermedad aparece si la bacteria o la reaccion

inmunitaria a su presencia producen suficiente dafio a la persona.® '®

> Lépez M et al., (1994)
'8 Brooks G., et al (2005)
'® Garcia M, et al (2001)

14



La alta incidencia de los procesos infecciosos bacterianos en la poblacion
general junto con sus elevados indices de morbi-mortalidad entre
determinados grupos etarios (nifios y ancianos) hace que este tipo de
patologia constituya un motivo de especial interés tanto desde el punto de

vista clinico como microbiolégico. ©*®

El ndmero de microorganismos implicados en cuadros entéricos se ha
ampliado durante los ultimos afios debido, entre otros factores, al mejor
conocimiento de la clasificacion taxonomica de los diferentes agentes
etiologicos y al desarrollo de métodos diagnosticos cada vez mas

sensibles.®

3.2.5. PRINCIPALES MICROORGANISMOS CAUSANTES DE
INFECCIONES GASTROINTESTINALES BACTERIANAS

Salmonella:

Salmonella
Fuente: Garcia M, et al., Microbiologia Clinica Aplicada. (2001)

Es el patbgeno méas encontrado como causante de toxi-infecciones
alimentarias en paises desarrollados, y uno de los mas frecuentes junto
con E. Coli y Shigella en paises en desarrollo. Constituye la segunda
causa de morbilidad en paises desarrollados, tras los procesos
respiratorios, en donde la mayor parte de envenenamientos o
contaminacion de alimentos son de origen bacteriano.

® Lépez M et al., (1994)
'8 Brooks G., et al (2005)
' Garcia M, et al (2001)
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Es un bacilo Gram negativo movil no esporulado, sus principales
mecanismos de virulencia son invasion, pues pueden pasar a la lamina
propia desde la luz intestinal a través de las células epiteliales, y
también la produccion de una enterotoxina que actua alterando el
transporte en el colon. Desde el punto de vista clinico se puede
distinguir dos grupos de Salmonellas segun la patologia que ocasionan:
Salmonellas Entéricas (Salmonella entérica serotipo Enteritidis,
Typhimurium, Choleraesuis, y otros) que originan cuadros de
gastroenteritis y las Salmonellas tificas (Salmonella entérica serotipo

Typhi) que dan lugar a cuadros febriles sépticos y diarrea. ‘¥

Tras un periodo de incubacion de 8 a 24 horas se presenta la
gastroenteritis con fiebre, dolor abdominal, nauseas, vomito y diarrea
sin sangre. La transmisibn se da al ingerir agua o alimentos
contaminados o por via fecal-oral. Se puede presentar también
contagio por via intravenosa en transfusiones o por medio de aparatos
invasivos como endoscopios mal esterilizados. El grupo mas afectado
por este germen son los nifios menores de un afo, pero también existe
mayor susceptibilidad en inmunocomprometidos, asi como quienes han
recibido antibiotico-terapia prolongado o presentan hipoclorhidria y en

los prematuros. 819

Deben adoptarse medidas sanitarias para prevenir la contaminacion de
alimentos y agua por roedores y otros animales que excretan
Salmonella. Es necesario que la carne de aves, bovino y huevos
infectados se cocinen con cuidado. No se debe permitir que los
portadores trabajen como manejadores de alimentos; también es

importante observar estrictas precauciones higiénicas. 2

'8 Brooks G., et al (2005)
® Garcia M, et al (2001)
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Escherichia Coli Enteropatdégena:

Escherichia Coli
Fuente: Garcia M, et al., Microbiologia Clinica Aplicada. (2001)

Causa 80 a 85 % de la diarrea aguda bacteriana. En el Ecuador la E.
Coli enteropatdgena es la que con mayor frecuencia produce
gastroenteritis en pediatria; diarrea aguda y cronica, sobre todo en los
nifios menores de dos afios, los prematuros son los mas susceptibles a

padecer enfermedad severa e incluso mortal. 29

La E. Coli es un bacilo Gram negativo, y pertenecen a la familia de las
Enterobacterias. Es un habitante comun de los intestinos de todos los
animales, incluyendo el de los humanos. Provoca la destruccion de las
microvellosidades de los enterocitos y se adhiere a las células de la
mucosa intestinal. Las bacterias estan muy adheridas a la superficie del

enterocito y la membrana de éste se ahueca o las envuelve. 19

El periodo de incubacion es de 9-12 horas. Se caracteriza por diarrea
acuosa o diarrea con moco, vomitos, fiebre y deshidratacion. La

enfermedad en los lactantes puede ser grave. *®

La educacion para la salud de la madre es la herramienta para evitar la
ocurrencia de diarrea por E. Coli. El niflo debe ser alimentado con leche
materna hasta los 4-6 meses. La higiene de las manos y la manipulacion
de los alimentos debera ser practica de rutina. Ante la ocurrencia del
caso deben aplicarse las medidas de aislamiento entérico tanto en la

hospitalizacion (si fuera necesaria) como en el hogar. &9

'8 Brooks G., et al (2005)
Y Garcia M, et al (2001)
% Flint JA, et al. (2005
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Shigella:

Shigella
Fuente: Garcia M, et al., Microbiologia Clinica Aplicada. (2001)

Es considerada como una infeccidon de distribucion universal, que incide
preferentemente en areas de deficientes niveles de salubridad e higiene,
afecta principalmente a nifios menores de 10 afios (sobre todo, entre 1y 4

afios, siendo rara en lactantes).® 2%

Shigella ingresa por via digestiva, se desarrolla en el intestino delgado y
puede producir por accion de la toxina una diarrea liquida que caracteriza
la fase inicial de la infeccion. Al cabo de poco tiempo pasan al colon,
donde se fijan y penetran en las células epiteliales. Se necesita tan solo
un pequefio in6culo para causar enfermedad (100 a 200
microorganismos). Las heces presentan sangre y moco causados por
importante respuesta inflamatoria que se da en la lamina propia por la
invasion de la mucosa intestinal. El periodo de incubacion es de uno a
tres dias, después del cual aparecen fiebre, dolor abdominal, diarrea con
moco y sangre, luego se presenta tenesmo y pujo. Se pueden presentar
sintomas neurolégicos como convulsiones y su transmision se da por

consumir alimentos contaminados o via fecal-oral. & 19

Se debe tomar medidas generales de control como lavado de manos,
suministros sanitarios de agua, procesamiento higiénico de los alimentos,
prevencion de la contaminacién de los alimentos por las moscas,

notificacién de los casos a las autoridades sanitarias apropiadas. 8

'8 Brooks G., et al (2005)
Y Garcia M, et al (2001)
% Flint JA, et al. (2005)
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3.2.6. DIAGNOSTICO

El diagndstico microbioldgico se realiza normalmente a partir de las

heces, mediante:

- Coprocultivo

Método utilizado usualmente para la investigacion de las bacterias
productoras de diarrea. Dentro del conjunto de flora normal hay que
buscar los microorganismos patdgenos eventualmente presentes. En
ciertos casos, estos patégenos son abundantes y pueden suplantar

casi totalmente la flora normal, siendo facil su deteccion. ®° 32

El coprocultivo rutinario va encaminado fundamentalmente a la
investigaciéon de los enteropatégenos mas frecuentes: Salmonella,
Shigella y Campylobacter, entre otras bacterias, en los mismos
medios de cultivo. 932

Las muestras de heces para estudio bacteriologico deben obtenerse
en la etapa aguda de la enfermedad, antes de administrar
antimicrobianos y deben ser transportadas con prontitud al laboratorio

donde también deben ser procesadas con celeridad. ©¢?
El aislamiento del patdégeno se lo realiza en los siguientes medios:

- Agar Sangre para el estudio global de la flora e investigacion
de Candida y Staphylococcus Aureus.

- Agar Mac Conkey para bacterias Gram negativas en general

- Agar Hektoen o agar SS para seleccion de Salmonella y
Shigella

- Agar de Preston para cultivo selectivo de Campylobacter

- Agar TCBS (tiosulfato-citrato-bilis-sacarosa) si se pretende
investigar Vibrio. ©¢?

% Garcia M, et al (2001)
¥ prats G., (2007).
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3.3.

- IDENTIFICACION DE PATOGENOS ENTERICOS

Todas las colonias no fermentadoras de la lactosa, crecidas en los

medios para enterobacterias deben identificarse:

- En Agar Mac Conkey, colonias medianas incoloras o transparentes
(Salmonella y Shigella). ¢

- En Agar Salmonella-Shigella, la diferenciacion de la morfologia y el
color de los microorganismos entéricos se logra mediante la
fermentacién o no de lactosa en el medio, dependiendo del agente

(2 Asf tenemos:

E. Coli: Crecimiento ligero, color rosa o rojo

e Enterobacter/Klebsiella: Crecimiento leve, color rosa

e Proteus: Incoloro, con centros blancos

e Salmonella: Incoloro, generalmente con centro de color
negro

e Shigella: Incoloro

e Pseudomonas: Crecimiento leve e irregular

e Bacterias Gram positivas: Ausencia de crecimiento ¢

INFECCIONES GASTROINTESTINALES VIRICAS

Los virus son responsables de aproximadamente el 85% de las diarreas
infecciosas de todas las edades. La mayor incidencia se presenta en
lactantes o nifios pequefios (menores de 6 afios), con mas frecuencia en
los meses de frio en paises de clima templado. Y

Diferentes virus producen infecciones gastrointestinales, siendo la
principal causa de sindrome diarreico infeccioso infantil, tanto
intrahospitalario como adquirido en la comunidad. El alto namero de
pacientes que son hospitalizados por enfermedad diarreica aguda viral,
implica un grave riesgo, por lo cual es de vital importancia incrementar las

medidas preventivas.

2L galavert L, et al (2005)
¥ prats G., (2007).
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Los virus entéricos son relativamente resistentes al calor y a multiples
desinfectantes, son excretados en grandes cantidades en materia fecal y

el curso de la infeccion puede ser en gran parte asintomatico. ¢%

La infeccion viral no requiere tratamiento especifico pues es auto limitada
y lo mas importante es la adecuada hidratacion y el correcto manejo de

las evacuaciones para evitar el contagio de otros pacientes. %22

3.3.1. PRINCIPALES MICROORGANISMOS CAUSANTES DE
INFECCIONES GASTROINTESTINALES VIRICAS

~ Rotavirus:

Estructura Rotavirus
Fuente: Manuel Vargas Cdérdoba. Virologia Médica (2002)

Es la causa mas comun de diarrea severa y fatal en nifios, causa cada
afio un millén de muertes en el mundo, el rotavirus tiene un periodo de
incubacion de 1 a 3 dias y produce diarrea acuosa la cual puede estar
precedida por uno a tres dias de vomito. Es altamente contagioso, se
transmite principalmente por ruta fecal-oral y mas comunmente
persona a persona o por utensilios contaminados. El virus se replica en
la luz del intestino delgado, causando fusion de las vellosidades y
engrosamiento de la mucosa. Las células dafladas pueden
desprenderse en la luz del intestino y liberar grandes cantidades de

virus, los cuales aparecen en las heces.

2L galavert L, et al (2005)
22 yJargas M., (2002)
% Kaila M; et al (2006)
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El rotavirus puede estar presente en juguetes y superficies duras los
cuales pueden servir como medio de transmision. Es muy comun el
contagio dentro de familias e instituciones. Esta infeccion es una causa
importante de las gastroenteritis agudas en nifios que asisten a centros

de cuidado infantil. ¢¥

La excrecion viral dura de 2 a 12 dias, pero puede prolongarse en
aquellos con nutricion deficiente. La diarrea producida por los rotavirus
a veces se debe a las absorbencias defectuosas de sodio y de la
glucosa conforme las células dafiadas en las vellosidades se sustituyen
por células inmaduras. Pueden requerir de 3 a 8 semanas para

restablecerse la funcion normal. @

~ Adenovirus: produce 10 a 15% de enfermedad diarreica aguda en nifios,
mantiene su actividad a temperatura ambiente hasta por siete dias y las
infecciones son agudas y autolimitados. Afecta a lactantes y nifios entre
seis meses y cinco afos. Se presenta transmision directa por medio de
aerosoles y por via fecal-oral y transmision indirecta por manos del

personal y utensilios contaminados. ¢?

~ Enterovirus: estos agentes causan un gran espectro de enfermedades,

entre las cuales se encuentra la gastroenteritis. En ocasiones produce

diarrea como Gnico sintoma. 2

~ Astrovirus: es responsable de aproximadamente 3% de las admisiones a
los hospitales por gastroenteritis. Su transmision es de persona a
persona, la infeccibn por este virus se asocia con el antecedente de
cirugia abdominal. La enfermedad dura de uno a cuatro dias tras un
periodo de incubacion de 24 a 36 horas. Se presenta principalmente en

nifios menores de dos afios y puede causar infeccién asintomatica.®?

22 y/argas M., (2002)
*Ucros S. (2003)
% Kaila M; et al (2006)
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3.3.2. DIAGNOSTICO

Generalmente, la gastroenteritis viral es diagnosticada en funcion de los
sintomas y un examen fisico del paciente. Las pruebas para detectar
algunos virus que causan la gastroenteritis no se hacen en forma comun
9 La infeccién por rotavirus puede ser diagnosticada mediante pruebas
fecales de laboratorio, una de las pruebas mas comunes es el test
Simple Rotavirus que utiliza anticuerpos monoclonales contra el
antigeno de rotavirus, en este test la muestra es tratada primeramente
con un diluyente de muestra para extraer los antigenos de rotavirus de

las heces.??

Tras la extraccion, solo se coloca el extracto en el dispositivo de
reaccion. Cuando el extracto de la muestra fluye a través de la
membrana del test, las particulas coloreadas migran. En el caso de un
resultado positivo los anticuerpos especificos, presentes en la
membrana, capturardn las particulas coloreadas. Diferentes lineas de
color seran visibles, dependiendo del contenido de virus en la muestra.
Estas lineas se usan para interpretar el resultado, a los cinco minutos de
incubacion a temperatura ambiente. La prueba rapida del antigeno de

rotavirus ha mostrado 98% de sensibilidad y 97% de precision. “"ex° 2

%2 Vargas M., (2002)
% Kaila M; et al (2006)
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4. MATERIALES Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO:

Se realiz6 un estudio analitico — sintético, hermenéutico e inductivo —

deductivo
SITIO DE ESTUDIO:

Para el andlisis de pruebas serolégicas y coprocultivos, se incluyeron
pacientes que acudieron al Laboratorio Clinico del Hospital Militar HB-7
Loja que presentaban un cuadro febril y diarreico agudo, que requerian
de estas pruebas para diagnosticar su etiologia. El periodo de

investigacion fue de Enero — Junio 2011.
POBLACION EN ESTUDIO:

Se incluyeron en el estudio un total de 250 pacientes, para lo cual a
todos se les recepto muestras de sangre y heces. No hubo

discriminacion de sexo y fueron incluidos pacientes de todas las edades.
PROCEDIMIENTO:

El andlisis serolégico para la determinacion de Proteina C Reactiva cuali
y semicuantitativa “"°%, se llevé a cabo en todos los 250 pacientes que
presentaron cuadros de gastroenteritis; de los cuales 153 dieron un
resultado positivo > 6mg/L y 97 un resultado negativo menor o hasta
6mg/L.

Se tomod una pequeia cantidad de heces liquidas de los pacientes con
PCR positivo, y se realizé el examen de polimorfonucleares, si resulto
positivo se sembr6 en Caldo Selenito, pasadas las 24 hrs se repico en
cajas petri con medio selectivo Salmonella — Shigella. Se desech¢ las
cajas en las que no hubo crecimiento de microorganismos especificos de
este medio y a las que tuvieron crecimiento se realizé pruebas

bioquimicas para la identificacién propia del microorganismo “"®x° 3,
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En cambio a las 97 muestras que dieron un resultado negativo en la
prueba serologia de PCR, se realizé la prueba cualitativa de Rotavirus

en heces mediante el Test Simple Rotavirus 4" 2,

Los resultados fueron analizados en el programa estadistico XLSTAT
(2008). Las variables se determinaron por grupo etario las mismas que
se incluyeron mediante los resultados obtenidos en la prueba de PCR-

Latex, tipo de infeccion (bacteriana y virica) y tipo de microorganismo.
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4.1 ESQUEMA DE PROCEDIMIENTOS

PRUEBA SEROLOGICA:
PCR - Latex

!

l

POSITIVA
l —> NEGATIVO —»  Desechar NECARLS
Polimorfonucleares — l
PRUEBA DE
ROTAVIRUS
—> POSITIVO |
COPROCULTIVO POSITIVO NEGATIVO
Desechar

Caldo Selenito

|

Medio Salmonella - Shigella

|

No crecimiento

|

Desechar

}

Crecimiento

|

PRUEBAS BIOQUIMICAS

l

- Citrato

- Kliger

- SIM
Urea

l

IDENTIFICACION DEL
MICROORGANISMO
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

En este estudio se evalu6é 250 muestras de sangre y heces de pacientes que
acudieron al Laboratorio Clinico del Hospital Militar HB-7 Loja sin distincion de
edad ni de sexo, que presentaron un cuadro febril y diarreico agudo. Luego de
haberles practicado la prueba de PCR-Latex, PMN, Coprocultivo y Rotavirus se

obtuvieron los siguientes resultados:

Realizada la prueba PCR-Latex se encontr6 que de los 250 pacientes, 147
presentaron un resultado positivo; de los cuales el 22,8% corresponden a
adultos de género femenino; 18,4% adultos de género masculino; 14,8% nifios

y 2,8% adolescentes de ambos sexos respectivamente.

RESULTADOS POSITIVOSEN LA
PRUEBA DE PCR

25
20
15

10

NINOS ADOLESCENTES ADULTOS ADULTOS
HOMBRES MUJERES

Gréfico 1: Representa el porcentaje de resultados positivos obtenidos en la prueba de PCR-Latex
Autoras: Ifiiguez D., Tituana K.

En la grafica 1 se muestra que en los diferentes grupos etarios no se evidencio
una notable diferencia en cuanto a la elevacién de la PCR, todo indica que la
presencia de la misma no es un marcador para distinguir una infecciéon o una
inflamacion entre edades y género, ya que su aumento refleja el grado de
inflamacion o infecciéon por la que esta cursando el paciente, Prieto j., et al
2010. Cabe recalcar que hubo mayor concurrencia del género femenino en
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este estudio con un porcentaje del 22,8% a diferencia de los demas de grupos
estudiados.

Tabla 1. Microorganismos encontrados en el coprocultivo

MICROORGANISMOS ENCONTRADOS EN EL COPROCULTIVO DE
ACUERDO A LAS EDADES (%)

Salmo. spp  Shige. spp E. Coli Prot. Vulg. OTRAS

NINOS (0- 12 a) 4,4 2 2,4 2 1,2
ADOLESCENTES 1,2 0 0,4 0 0,8

(13 -18a)

HOMBRE 6,4 1,6 3,6 2 2,4

(19-50a)

MUIJERES 8 4,8 3,2 1,2 3,6

(19 - 45a)

TOTAL 20 8,4 9,6 5,2 8

Autoras: Ifiiguez D., Tituana K.

PREVALENCIA DE LAS BACTERIAS
ENCONTRADAS EN EL COPROCULTIVO

# Salmonella spp.
i Shigella spp.

mE. Coli

# Proteus Vulgaris

@ Otras Bacterias

Gréfico 2: Indica el porcentaje de prevalencia de microorganismos aisladas del coprocultivo
Autoras: Ifiiguez D., Tituana K.

De acuerdo a la poblacion estudiada la bacteria aislada con mayor frecuencia
en el coprocultivo fue Salmonella spp, representando el 20% (gréfico 2), siendo
el sexo femenino con un 8% el que adquiere infecciones gastrointestinales

causadas por este microorganismo con mayor facilidad (tabla 1), las posibles
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causas serian: el contacto directo con los alimento y las malas condiciones de
higiene que presenta. Estos datos difieren de los reportados por Sandrea L., et
al 2007; en el estudio realizado en Maracaibo-Venezuela, que nos indica que
los niflos con un 85,7% son los que tienen una mayor prevalencia de
infecciones gastrointestinales causadas por Salmonella spp., debido a que

existen precarias condiciones higiénico- sanitarias en esta poblacion.

En el grafico 2 se evidencio que E. Coli presenté un 9,6% de prevalencia,
siendo el sexo masculino el que tuvo mayor incidencia de infecciones
gastrointestinales causadas por este microorganismo, teniendo en cuenta que
las causas principales son las condiciones de salubridad o por transmision
fecal-oral; este resultado difiere de la investigacion realizada por el Ministerio
de Salud Publica del Ecuador en el afio 2008, denominada “Vigilancia y Control
Epidemiolégico de Enfermedades Infecciosas”, donde E. Coli fue la que produjo
gastroenteritis en pediatria con mayor frecuencia, sobre todo en los nifios
menores de dos afios siendo los mas susceptibles a padecer enfermedad
severa e incluso mortal debido a factores socioeconémico y nutricionales que

se presenta a nivel nacional especialmente en la region costa.

Investigaciones realizadas por Ordofiez G. y colaboradores en el Hospital
Vozandes en la ciudad de Quito-Ecuador indica que Shigella spp., al igual que
nuestro estudio tuvo un porcentaje del 8,4% en mujeres, que segun Garcia M.,
et al 2001, pueden ser a causa de deficientes niveles de salubridad e higiene,
donde su transmisién puede ser fecal—oral, de persona a persona, por agua o
alimentos contaminados, por practicas homosexuales y por moscas de basura

que actian como vectores.

En un estudio realizado por Gray J., et al., 1998 sobre la gastroenteritis
asociada a Proteus Vulgaris, afirman que este microorganismo puede estar
presente en las heces de los individuos normales aunque nunca en grandes
cantidades, y también en secreciones de superficies inflamadas como
Ulceras intestinales vy disenteria, las mismas gue  ofrecen un
ambiente adecuado para su desarrollo; es por ello que con llevan a un cuadro
diarreico a causa de este microorganismo. De acuerdo a este enunciado se

encontré que el 5.2 % de los pacientes fueron afectados por Proteus Vulgaris,
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tanto niflos como hombres fueron los mas propensos para adquirir este agente
etiologico, esto se lo puede atribuir a un compromiso inmunitario (defensas
bajas) o bien si se han sometido a una gran cantidad de tratamientos
antibioticos con anterioridad y que estos han destruido otros organismos
sensibles y por lo tanto permitido su proliferacion, Manrique F., et al, 2006.
Cabe recalcar que Proteus Vulgaris tuvo el minimo porcentaje de incidencia de

todos los microorganismos estudiados en la presente investigacion.

En el coprocultivo se encontrd otro tipo de microorganismos poco comunes
como Enterobacter aerogenes y Klebsiella con un porcentaje del 8% (gréafico 2),
pero que es importante mencionarlos porque al igual que las otras especies
causan un cuadro diarreico agudo; segun Forbes B., et al. 2004 el significado
clinico de estas especies se ha visto reflejado en una gran variedad de
infecciones en las que se incluyen brotes institucionales de diarrea, siendo
poco comunes pero cuando son adquiridas causan gran severidad en los

pacientes especialmente en inmunodeprimidos y nifios.

PREVALENCIA DE ROTAVIRUS

14 12,8%
12

10

4,8%

PORCENTAJE DE ROTAVIRUS
o

NINOS

y

ADULTOS B 4

HOMBRES ADULTOS
MUJERES

ADOLESCENTES

Grafica 3: Prevalencia de Rotavirus
Autoras: Ifiiguez D., Tituana K.

Por otro lado en la prueba de PCR se obtuvo 103 resultados negativos, estos

se les realizo la prueba de Rotavirus dando un elevado numero de casos en los
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nifios con un porcentaje del 12,8% a diferencia de los hombres y mujeres que
tuvieron un 4,8% (grafica 3). Segun Glass, et al 2004, la gastroenteritis viral
aguda es mas frecuente y mas peligrosa en nifios pequefios que en adultos
siendo rotavirus el mas importante en temporadas de invierno; aunque en
regiones tropicales la infeccion tiende a aparecer durante todo el afio. Estos
datos se relacionan con investigaciones realizadas en el Hospital Isidro Ayora
de la ciudad de Loja en el periodo 2006-2008, que demostraron que Rotavirus
era la primer causa de gastroenteritis viral con un promedio del 39.3% de
incidencia en nifios especialmente en los meses frios y lluviosos. Cevallos G.,
et al 2005.

PREVALENCIA DE INFECCIONES
GASTROINTESTINALES

® BACTERIANAS

| VIRICAS

m SIN INFECCION

® OTRAS INFECCIONES

Grafica 4: Representa la incidencia de infecciones gastrointestinales bacterianas, viricas, otras
infecciones y sin infeccion.
Autoras: Ifiiguez D., Tituana K.

Como podemos observar de los 250 pacientes que fueron parte de nuestra
investigacion resulto que 128 personas (51.2%) tuvieron una infeccién
gastrointestinal bacteriana; también se evidencio que 59 pacientes (23.6%) con
infecciones gastrointestinales fueron causadas por Rotavirus. Con estos datos
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podemos decir que la PCR no fue util al momento de diferenciar una infeccion
bacteriana de una viral; al igual que Herrera L., et al 2005, nos indican que
pese al largo tiempo en que se ha usado esta prueba diagnéstica, no se ha
encontrado evidencias validas que respalden el uso de PCR, en pacientes
agudos febriles en riesgo de infeccion bacteriana grave, para distinguir la

tratamientos antibacterianos.

El 17.6 % de pacientes no presentaron ningun tipo de infeccion bacteriana a
pesar de que presentaban un cuadro diarreico agudo y tanto PCR como
Rotavirus fue negativo, esto puede deberse infecciones parasitarias (Giardia
Lamblia, Entamoeba histolytica, Criptosporidium, Isospora Belli), hongos
(Candida, Histoplasma, Aspergillus), o también por farmacos y toxicos
(laxantes, herbicidas, sales de oro, antibioticos, tiroxina, agentes colinérgicos)
y otras causas como por sobrecarga alimentaria, diarrea aguda funcional, brote
inicial de una diarrea cronica, colitis isquémica, oclusion intestinal parcial. Abad
E., et al, 2004.

Por ultimo el 7,6% presentd un PCR positivo y su prueba de polimorfonucleares
fue negativa teniendo en cuenta que cursaban un cuadro febril agudo, por lo
gue se sospechd que padecian de otro tipo de patologias. Segun un estudio
realizado por Arteaga B., et al. 1999, la PCR se encuentra elevada cuando la
persona presenta una sintomatologia de un cuadro febril agudo especialmente
en enfermedades respiratorias, inflamatorias, fiebre reumatica, etc. y no de una

infeccion gastrointestinal.
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6. CONCLUSIONES

En la presente investigacion hemos concluido que:

- La prueba de Proteina C Reactiva semicuantitativa es 0til junto con otras
pruebas clinicas como polimorfonucleares, coprocultivo y rotavirus; al
momento de evaluar los padecimientos infecciosos que orienta en lo que
se refiere a la remisién del cuadro y la pertinencia de emplear, sustituir o

descontinuar el tratamiento antimicrobiano.

- Debido a que un nivel elevado de PCR se debe a varios motivos, no
puede usarse como prueba determinante en infecciones
gastrointestinales, siempre se va a necesitar de pruebas adicionales
como polimorfonucleares, coprocultivo y pruebas bioquimicas para
ayudar al médico a realizar un mejor diagnostico previo al tratamiento

del paciente.

- La PCR en la actualidad se la utiliza mas como un marcador especifico
de riesgo cardiovascular y no como marcador para diferenciar

infecciones bacterianas de las viricas.

- En la presente investigacion la PCR se encuentro elevada en casos en
los que se traté de una infeccion bacteriana; cuando el PCR sali6 menor
o hasta 6mg/L, no se descarté la posibilidad de una infeccién viricas y
cuando la PCR es negativa y presentan cuadros diarreicos agudos se

sospecha de parasitosis alimentaria.

- De todos los pacientes estudiados se observo una alta incidencia de
infecciones gastrointestinales causadas por bacterias siendo el sexo
femenino el que contrajo con mayor facilidad este tipo de infeccién y en
los nifilos encontramos mayor incidencia de gastroenteritis viral causada

por Rotavirus en el Hospital Militar HB-7 Loja.
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7. RECOMENDACIONES

Al final de la presente investigacion podemos recomendar que:

Se realicen campafias de sanidad para evitar la contaminacion
alimentaria y asi evitar la ingesta de los mismos, ya que son la principal
causa de mortalidad-morbilidad de infecciones gastrointestinales a nivel

mundial.

Es importante mencionar que debido a la elevada incidencia de
enfermedades gastroentéricas, se debe tomar precauciones debido a
que existen bajos niveles de educacién en la poblacién, malos habitos
de higiene e inadecuada manipulacién de alimentos, como también un
precario saneamiento ambiental, insuficiente disponibilidad de agua
potable y mala disposicion de excretas; y por ultimo la desnutricién y la
falta de alimentos que aporten adecuadas fuentes de nutrientes al

organismo.

Ante la sospecha de un cuadro de infeccion intestinal, el médico debe
hacer una detallada historia clinica y solicitar un correcto estudio
microbiolégico. Los antecedentes epidemioldgicos (edad, historias
recientes de viajes, tipo de alimento sospechoso y periodo de
incubacion), la presencia de signos y sintomas clinicos (fiebre, dolor
abdominal, vomito) y el tipo de diarrea (acuosa, mucosa O

sanguinolenta), pueden orientar acerca del microorganismo implicado.

Los médicos utilicen la prueba PCR- Latex cuantitativa cuando
realmente crean necesario, ya que no es una prueba determinante, y
tomando en cuenta la relacion costo-beneficio no es conveniente puesto
a que la mayoria de personas que sufren infecciones intestinales no
cuentan con buenos recursos econdmicos y que con una prueba
especifica seria suficiente para dar un buen diagnéstico y ayudar a la

mejoria del paciente

38



v

BIBLIOCRAFIA



10.

BIBLIOGRAFIA

Povoa P., (2002). C-reactive protein: a valuable marker of sepsis. Intensive
Care Med; 28: 235-43.

Jaye D, Waites K, (1997). Clinical applications of C-reactive protein in
pediatrics. PIDJ; 16: 735-47.

Riedemann F., Duffau G. (2006). Estudio de concordancia entre nivel
plasmatico de proteina C reactiva (PCR) y uso de antibiéticos en una unidad
de pediatria. Rev. chil. Pediat,. vol.77, P4g. 594-598

Prescott L., Harley J., Klein D., (2002). Microbiologia, 5ta Edicion, Editorial
McGraw-Hill-Interamericana de Espafa S.A.U., P4ag., 1005 — 1014

Lépez M, Sanz J.,, Usera R., J, Cardenoso L. Vasallo F.,,
(2005).Gastroenteritis bacterianas, viricas, parasitarias y toxi-infecciones
alimentarias, Procedimientos en Microbiologia Clinica. Recomendaciones de

la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica.

Denis F; Barriere E; Venot C; Ranger Rogez S; Durepaire N; Martin C; Ploy
MC. (2008). Virus and gastrointestinal infections.Ann Biol Clin Paris. Jul-Aug;
55(4): 275-87

Sandrea L., Avila Y., Paz A., Corpas C., Petit K, Ocando N.,
(2007). Salmonella y Shigella a partir de muestras fecales en la poblacion
Santa Rosa, Maracaibo-Venezuela. Kasmera, vol.35, no.2, p.127-136.

El Universo. (2004). Salmonelosis, 50% de riesgo en areas marginales.

Glass R, Gentsch J, Smith Jc. (2004) Rotavirus vaccines: success by
reassortment Science; 265:1389-1391.

Ministerio de Salud Publica del Ecuador. (julio 2008). Protocolo para la
Vigilancia Epidemiolégica Hospitalaria Centinela de Diarreas Causadas por

Rotavirus y para Invaginacion Intestinal. Ecuador:

40



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Cevallos G, (2005). Identificacion de patron electroforético de rotavirus por
page y tincion de plata, en nifios menores de cinco afios en el hospital

regional “Isidro Ayora”, Loja- Ecuador. Durante el periodo julio-octubre 2005.

Luzuriaga M, Gordillo V, (2007). Etiologia de la enfermedad diarreica aguda
(EDA en niflos menores de cinco afios durante el periodo febrero-junio 2008,
en la ciudad de Loja.

Herbet B, Siest G, Henny J. (2001) High-sensitivity C-reactive protein (CRP)
reference intervals in the elderly. Clin Chem Lab Med; 39: 1169-70.

Prieto J., Yuste J., (2010). Balcells. La Clinica y el Laboratorio. Interpretacion
de Andlisis y Pruebas Funcionales. Exploracion de los Sindromes. Cuadro
Bioldgico de las Enfermedades. 21° Edicion .Editorial Elsevier Espafia. Pag.
88-91

Montoreano R. (2002); La Proteina C Reactiva: de la infeccion a la
prediccién. Rev. Med. Venezuela. 6:2-3.

Price C., Trull A., Berry D., Gorman E., (1987); Development and validation
of a particle-enhanced turbidimetric immunoassay for C-reactive protein. J
Inmunol Methods; 99: 205-211.

Kumate J., Gutierrez G., Mufioz O., Santos J., (1994); Manual de infectologia

clinica, México, pag.66

Brooks G., Butel J., Morse S., (2005). Microbiologia Médica de Jawetz,
Melnick y Adelberg. 182 Edicion. Editorial EI Manual Moderno. México. Pag.
251-255; 537-541.

Garcia M, Fernandes M, Paredes S. (2001); Microbiologia Clinica Aplicada,
42 Ed., Editorial Diaz de Santos, S.A, Madrid-Espafa, pag. 147-164

Flint J., Van Y., Angulo F, Braun P., Kirk M. (2005); Estimating the burden of
acute gastroenteritis, foodborne disease, and pathogens commonly
transmitted by food: an international review. Clin Infect Dis. 41:698-704.

41



21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Salavert M., Bartolome R. (2005). Tratado SEIMC de Enfermedades
infecciosas y Microbiologia Clinica. Editorial Médica Panamericana. Madrid —

Espana.

Vargas M. (2002). Virologia Médica. 12 Edicion. Universidad Nacional de
Colombia, Bogota — Colombia. Pag. 261-267

OMS (2005): Estado Mundial de la Infancia. Bellamy C. Ed. UNICEF. New
York.

Ucros S. (2003), Guias practicas basada en la evidencia. 12 Ed. Editorial

Panamericana, Colombia, pag. 157-167

Kaila M; Onnela T; Isolauri E, (2006). Treatment of acute diarrhea in practice.
Acta Paediatr. Dec; 86(12): 1340-4

Regueiro J., Lopez C., Gonzélez S., Martinez E. (2006). Inmunologia.
Biologia y Patologia del Sistema Inmune. 32 Edicion, Editorial Médica
Panamericana. Madrid — Espafia. P4g. 131.

Aloney W., Grenant R. (2008). Epidemiology, therapy and prevention of

infection with Salmonella organisms. Curr. Opin. In-fe-Dis; 5: 74-79

Tornel P. L., Abellan J., Alfonso C., Martinez P., (2003). La proteina C
reactiva como marcador del riesgo cardiovascular, SHE Revisiones;
20(2):74-81

Ministerio de Salud Publica [MSP], (2008), Vigilancia y control

epidemiologico de enfermedades infecciosas.

Céceres D., Estrada E., Pelaez D. (2003). Enfermedad diarreica aguda: un

reto para la Salud Publica en Colombia.
Departamento Estadistico (2008), Jefatura Provincial de Salud de Loja.

Prats G., (2007). Microbiologia Clinica. 12 Edicion. Editorial Médica
Panamericana. Madrid — Espafa. Pag 255

42



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Arteaga R., Chavez N., (1999) Proteina "C" reactiva en la evaluacion de
infecciones bacterianas en pediatria. Rev. Soc. Boliv. Pediatr; 38(2):59-62,

Abad E., Ruiz R. (2004). Manual de diagnostico y terapéutica médica de

atencion primaria. Quinta Edicidon. Editorial Diaz de Santos. n. Pag.356

Casellas J., Laspina F, Baez E. Evolucion de la resistencia antibiética en
Shigella durante el periodo 1992-1997.

Gray J., (1998), Gastroenteritis Associated with Proteus Vulgaris, The British
Medical Journal. Pag. 916

Forbes B., Sahm D., Weissfeid A., (2004), Diagnostico microbioldgico,
Decima primera Edicion, Editorial Medica Panamericana, Buenos Aires, Pag.
992.

Manrique F., Blllon D., Bello S., Ospina J., (2006), Agentes causantes de
diarrea en nifios menores de 5 afios en Tunja, Colombia. Rev. salud publica,
vol.8, Pag. 88-97

Sério G., (2009). PCR Latex, Biotécnica Ind.Com. Ltd

Jiménez J, Campos T, Montén JL. (1998) Tratamiento de la diarrea aguda
infantil en atencién primaria. Informacion Terapéutica del Sistema Nacional
de Salud; 22 (5):109-16.

43






ANEXO 1

INSERTO PCR

B Pueba semil cantiativa
Prueba rapida de aglutinacién en latex, para Dibscain PCR (mgh wn st 1o dhdis )
la determinacion cualitative y ::;4: 3» g
semicuantitativa de la proteina C-reactiva en & -~
suero no diluido (ND) 1161 ) ™)
13101 1 AL
wumum Proceer como on L prosta Cusilatg (v pane A |
A0 prumtaan aductw cotrpiet
m’ :gm a-:ae-u-m e seniiltndon
o ucte Lo ol thulo wn & Gluma dlucon resente Una
4003 100 _ﬁ Avtbe d“nd”&wbm‘qm
(VD) seritibcdad) y oponta o resullack) e
Thuto 1 16 s concentracon
Metodo w0 prg) = 96 fmgh)
L g HUMATEX CRE s taana o la roacoin smanchigees entre
hMCmM&uM-ﬁmowuﬁ Servmituliiag
an PCR e e e Usando una Que Sene comiacon con of matenal
m:h- D redwrencia 470, -mmtuwmmm
Uns (saocdn ponive es mdmda por una marcada vy vislie P Ot o POR @ sl s O o no Gl
Aghmnacstn de Las particules do Uies on of Jrea de la e wquivaierde o 6 mt & mon
Contenidos Control de calidad
T 40 Reactivo de Lisex PCR [tapa blanca) E=] ¥ ] 5= deben ankzr en caxka same y los rescitacos sa deben
o &wbuuwm_ compara con s musstras s deSngur ihes granudaccres de
Vw0 G aghutnacan
mvcn(n-a 10% GRS MO G AGRBracen CAra SeW0 35 6 7 mevaos
FO 10m  Sesro Conmol Positive (tapa rofa) debe montr ro wepedin ke sn aghdnocdn oibie
Control 1530 pars i corfiens licmets Bengaie e om0 mewdon
Wi de PCR N paa producr o
TETaCS AgANSCOn. Valor dlagnostico
Pl 10m  Soero Control Negativo (tapa verde) La prsba PCR e on ndcador senmble pars ke proowsos
Control k50 para wsar . no reaccona con [N rformatonon. por spemplo, & febee seunsibcs ¢ para b fase aguds de
s Vidmion sun § S twuuam
puade warse en of conedl %
FEF] 20037 eapa
[CE55 100mi  Butter Giycina NaCl pME2 202 < dola
Giyera WOkl (o Gatos tipecon de eyecuckn de b p e
o Tet o o mforme de wesficacdn, accesble da
ER FT ]y E55] cortenen de ada de zodo 0 055% wara traron dmdRygUA e op pff O
Estatuicdad el Yhlisay
5. ] v IS] son esitatiles hasta su fecha de caducdad cuando se Notas

smacenan de 2 BC
No

Misentian
Sueea Estabidod

&qnuudoplpoho

A Determinacion cuslitativa (prusha de tamexe)
Egym&mowm Mezclar
de usarlo, para logrr una completa

homogenzacon da las particulas.

Pipetear 6 desar caer ks gotas en las dreas de la

Suero musstra 0
[FE), tapa rom I gota
.lqnvlnb 1 gota
[LR]. tapa banca, 3 muestras y controkes .l‘?::.

Mezclar con diferentes palios v extender o fludo solve toda |a
superfics de cada una de las wreas.

Inchnar la placa de atrds hacia adelants por 2 minutos de L forma
que &3 mezcla rote lentaments dentro de las areas de 13 lamina o
poner en un rotador adomdtico a 100 rpm.

Al finglizar los 2 minutos cbsenvar & resultado bajo Iuz artificial

(1 gota w ald)

Intorpretacion de resultados
La aghtnacion indica un conendo de PCR de mas de § mg/l en a
muestra sin diluir. Los susos con resultados positivos en [ prueba
Quﬁmm&mmhmmM(w
parte B

LX.CRP
NF
D4-2006-10

Mz‘ omm
Tolaforr +43 0172 0088 0 - Twwfax 48 0122 3660 100 - shlal mumangruman de

45



ANEXO 2

INSERTO ROTAVIRUS

Rotavirus Card

Test inmunocromatografico en un solo paso para la deteccion cualitativa de rotavirus en heces

Cat. lID-1055
Ver. 2

Uso destinado:

La prueba rapida de rotavirus es una prueba In Vitro cualitativa
inmunocromatografica para la deteccion rapida de antigenos de
rotavirus en muestras de heces fecales humanas. Los resultados
de la prueba estan destinados a ser una ayuda en el diagnosti-
co de infeccion del rotavirus y monitorear la efectividad del trata-
miento terapéutico.

Introduccion:

Los rotavirus son la principal causa de gastroenteritis agudas, es-
pecialmente en nifios menores de dos aiios. Se han identificado
rotavirus en casi el 40 % de las heces de nifios con gastroenteri-
tis. Las gastroenteritis por virus entéricos pueden resultar morta-
les en poblaciones de riesgo como nifios, ancianos o individuos
inmunodeprimidos. Su transmision tiene lugar por via oral-fecal,
siendo el periodo de incubacion entre 1y 3 tres dias. Sintomas
caracteristicos son vomitos, diarrea acuosa entre 3 y 8 dias, fie-
bre y dolor abdominal.

Principios biolégicos:

El test Simpie Rotavirus utiliza anticuerpos monoclonales contra
el antigeno VP6 del grupo A de rotavirus, conjugados a particulas
de latex rojas y anticuerpos monocionales especificos para rota-
virus en la membrana. En este test la muestra es tratada primera-
mente con un diluyente de muestra para extraer los antigenos de
rotavirus de las heces. Tras la extraccion, solo se necesita poner
el extracto en el dispositivo de reaccion. Cuando el extracto de
la muestra fluye a través de la membrana del test, las particulas
coloreadas migran. En el caso de un resultado positivo los anti-
cuerpos especificos, presentes en la membrana, capturaran ias
particulas coloreadas. Diferentes lineas de color seran visibles,
dependiendo del contenido de virus en la muestra. Estas lineas
se usan para inferpretar el resultado, a los cinco minutos de incu-
bacion a temperatura ambiente.

Materiales incluidos en el Kit:

1. 20 tarjetas de prueba rapida del antigeno de rotavirus

2. 20 botellas de amortiguador de recoleccion de la muestra de
excremento. Aimacenar de 4 a 30°C

Materiales no proporcionados:

1. Envase para recoleccion de la muestra

2. Cronometro

Precauciones:

1. Las muesiras de los pacientes (heces) pueden contener
agentes infecciosos y deberan ser tratadas y desechadas
como materiales biologicos potencialmente peligrosos.

2. El tampén contiene azida de sodio como agente antimicro-

biano. Evitar el contacto directo con la piel y las mucosas.
Desechar de forma apropiada. No usar el tampon si manifies-
ta indicios de contaminacion o precipitacion.

3. No comer, beber, fumar, aimacenar o preparar alimentos en
la zona donde se manejan los reactivos y las muestras.

4. Llevar guantes desechables al manejar las muestras. Lavar-
se bien las manos al acabar de trabajar.

5. No intercambiar los componentes de kits con distinto numero
de lote.

6. Utilizar todos los reactivos Unicamente In Vitro.

7. Antes de usarlos, dejar que todos los componentes del Kit y
muestras alcancen la temperatura ambiente, pues reactivos
y/o muestras frios pueden reducir la funcionalidad del test.
Se recomiendan de 20 a 30 minutos para alcanzar la tempe-
ratura ambiente.

8. No usar los componentes del kit después de las fechas de
caducidad.

9. Es importante aiiadir la cantidad correcta de muestra. Si es
inferior a la indicada puede ser que no se realice la cromato-
grafia porque no llegue muestra a la zona de reaccion, si es

superior pueden aparecer lineas marrones en vez de rojas.
10. Elproducto usado debe desecharse conforme a la legislacion
vigente.
11. No usar el test si aparece alguna linea de color en la zona de
resuitados antes de empezar a usario.

Almacenamiento:

Se puede conservar a cualquier temperatura comprendida entre
4y 30 °C (no es recomendable almacenario en refrigerador) Su
fecha de caducidad esta impresa en la envoltura.

Muestras:
Se deben recoger las muestras fecales tan pronto como sea po-
sible después del comienzo de los sintomas. A la semana de la

Diagndstica

Internacional

S

“Rapacs sckacin 3 tus receudades cirecn”®

DIAGNOSTICA INTERNACIONAL SA. de CV.
www.diagnosticainternacional.com
Lada sin costo: 01 800 440 0404 </ 10 lineas
01 800 024 2352 / 024 6320 / 024 0406
Tel: 01 (33) 3770 1940 </ 10 lineas 1
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aparicion de los primeros sintomas el titulo de virus empleza a
decrecer y por lo tanto pueden ser mas dificiles de identificar. Las
muestras pueden guardarse en el refrigerador (4° C aprox.) du-
rante 1 0 2 dias antes de ser analizadas. Para una conservacion
mas prolongada, deben guardarse en el congelacion a -20° C sin
manipulacion prévia. En este caso, la muestra serd descongela-
da totaimente, llevada a temperatura amblente y homogeneizada
antes de analizaria

Procedimiento:

1. Abrir el tapon del gotero con culdado de no derramario. Con
el extremo del aplicador recoger una cantidad suficiente de
heces (25 -100 mg) Si las heces son liquidas tomar con ayuda
de una pipeta 100 microlitros y transteririos al gotero.

2 Introducir el aplicador con la muestra en el gotero, cerrar bien
el tapon y agitar vigorosamente para asegurar una mezcla
homogénea,

3 Sacar el caselte de prueba de la bolsa de aluminio

4. Romper el extremo superior del gotero

Control de calidad:

1. La banda del control es un reactivo Interno, aparecerd sl ta
prueba ha sido realizada correctamente y los reactivos tie-
nen accion reactiva

2. Las buenas practicas del laboratono recomiendan el uso
diario de malterales de control que validen la certeza del
dispositivo. Los materiales de control que no son proporcio-
nados con este equipo de prueba pueden estar comercial-
mente disponibles.

Limitaciones del procedimiento:

1. Eltest debe usarse solo para la deteccion de antigenos de
Rotavirus en heces

2. Eltest es cualitativo y no debe hacerse ninguna Interpreta-
clon cuantitativa del resultado en relacion directa a la inten-
sidad de 1a linea positiva

3. No se deben excluir Interferenclas en el funcionamiento del
test

4. El resultado de la prueba debe ser utilizado para evaluar a

B Anhadir 4 6 & gotas (120 a 150 ul) de la muestra contenida en
el gotero enel pozo de reaccion de la prueba (ventana circular
sefialada con una flecha),

6. Esperar entre 5 y10 minutos, leer e interpretar el resultado.
Una muestra fuertemente positiva puede mostrar €l resultado
antes de los 10 min,

Nota: No Iinterpretar resultados después de 10 minutos.

Interpretacion de resultados:

Negativo: Ninguna linea aparece en la region de la linea de prue-
ba. Una linea rosa se muestra en la region de la linea de control
Positivo: Una banda de color rosa aparece en la region de la
linea de prueba, ademas de una linea rosa en la reglon de linea
de control

Invalido: La linea del control siguiente a fa linea de la prueba no
llegan a ser visible dentro de 05 15 minutos después de la adicion
de la muestra

Sensibllidad y precision:
La prueba rapida del antigeno de rotavirus ha mostrado 98% de sensibli-
dad y 97% de p on en acién a los resul de ELISA

e r

]
U L

NEGATIVO

5
B

POSITIVO INVALIDO

pacientes con signos y sintomas de la enfermedad. Un diag-
néstico clinico definitivo sdlo debe ser hecho por el médico
después de que lodas las pruebas clinicas y de laboratorio
hayan sido evaluadas.

Reproducibilidad:

La reproducibilidad de la prueba rapida del antigeno de rotavirus
fue determinada utilizando controles negativos, bajos positivos
y altos positivos. Estas muestras fueron probadas en replica de
10 en un estudio clego por 3 operarios que trabajan indepen-
dientemente en el mismo laboratorio. El acuerdo del resultado
esperado fue 100%.

Reactividad Cruzada:

La prueba rapida del antigeno de rotavirus puede cruzarse con
el antigeno de rotavirus del mono y porcino,

Fabricado por:

International Inmuno-Diagnostics

1155 Chess Drive 121 Foster City, CA 94404
USA
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ANEXO -

Simmons Citrato Agar

Medio utilizado para la diferenciacion de enterobacterias, en este medio el
fosfato mono-amonico es la Unica fuente de nitrogeno y el citrato de sodio es la
Gnica fuente de carbono. Ambos componentes son necesarios para el
desarrollo bacteriano. Las sales de fosfato forman un sistema buffer, el
magnesio es cofactor enzimético.

El cloruro de sodio mantiene el balance osmatico, y el azul de bromo timol es el
indicador de pH, que vira al color azul en medio alcalino. El medio de cultivo es
diferencial en base a que los microorganismos capaces de utilizar citrato como
Unica fuente de carbono, usan sales de amonio como Unica fuente de
nitrdgeno, con la consiguiente produccion de alcalinidad. El desdoblamiento del
citrato da progresivamente, oxalacetato y piruvato. Este ultimo, en presencia de
un medio alcalino, da origen a
acidos organicos que, al ser
utilizados como fuente de carbono,
producen carbonatos y bicarbonatos
alcalinos.

El medio entonces vira al azul y esto
es indicativo de la produccién de
citrato permeasa.

Resultados

Positivo: crecimiento y color azul
en el pico, alcalinidad.

Negativo: el medio permanece de
color verde debido a que no hay
desarrollo bacteriano y no hay

cambio de color.
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TSI Agar

Medio universalmente empleado para
la diferenciacion de enterobacterias, en
base a la fermentacibn de glucosa,
lactosa, sacarosa y a la produccion de
acido sulfhidrico.

La lactosa, sacarosa y glucosa son los
hidratos de carbono fermentables. El
tiosulfato de sodio es el sustrato
necesario para la producciéon de acido
sulfhidrico, el sulfato de hierro y
amonio, es la fuente de iones Fe3+ ,
los cuales se combinan con el acido
sulfhidrico y producen sulfuro de
hierro, de color negro.

El rojo de fenol es el indicador de pH,

1]l

y el cloruro de sodio mantiene el balance osmdtico. Por fermentacion de

azucares, se producen acidos, que se detectan por medio del indicador rojo de

fenol, el cual vira al color amarillo en medio acido. El tiosulfato de sodio se

reduce a sulfuro de hidrégeno el que reacciona luego con una sal de hierro

proporcionando el tipico sulfuro de hierro de color negro.

Resultados

a. Medio sin inocular

b. La presencia de burbujas, o ruptura del medio de cultivo, indica que el

microorganismo produce gas. Pico acido/fondo acido (pico amarillo/fondo

amarillo): el microorganismo fermenta glucosa, lactosa y/o sacarosa.

c. Pico alcalino/fondo &cido (pico rojo/fondo amarillo): el microorganismo

solamente fermenta la glucosa.

d. Pico alcalino/fondo alcalino (pico rojo/fondo rojo): el microorganismo es no

fermentador de azUcares.

e. El ennegrecimiento del medio indica que el microorganismo produce acido

sulfhidrico.
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Urea

Medio utilizado para la identificacion
de microorganismos, en base a la
actividad ureasica. Es
particularmente atil para diferenciar
Proteus spp., de otros miembros de
la familia Enterobacteriaceae.

El extracto de levadura es la Unica
fuente de carbono, nitrGgeno,
vitaminas y cofactores, y aporta los
nutrientes  esenciales para el
desarrollo bacteriano. Las sales de
fosfatos constituyen el sistema
buffer, el rojo de fenol es el indicador

de pH y la urea es el sustrato de la

enzima ureasa.
Resultado
El medio lleva como indicador Rojo fenol, que se torna amarillo cuando es

negativo y rosa cuando es positivo.

SIM (H2S, INDOL Y MOVILIDAD)

Es un medio semisélido destinado a verificar la movilidad, produccién de indol y

de sulfuro de hidrégeno en un mismo tubo.

El triptofano es un aminodcido constituyente de muchas peptonas, y
particularmente de la tripteina, que puede ser oxidado por algunas bacterias
para formar indol. En el proceso interviene un conjunto de enzimas llamadas
triptofanasa. El indol producido se combina con el aldehido del reactivo de

Kovacs o de Erlich, para originar un compuesto de color rojo.
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Las cepas moviles pueden apreciarse en este medio, por la turbidez que
producen alrededor de la puncion de siembra, mientras que aquellas cepas
productoras de sulfhidrico se distinguen por la formaciéon de un precipitado
negro de sulfuro de hierro a partir del tiosulfato siempre que el medio se

mantenga a un pH mayor a 7.2.

Resultados

v' Cepas SH2 negativas: el medio permanece sin cambio de color.

v' Cepas H2S positivas: ennegrecimiento a lo largo de la linea de siembra
o en todo el medio.

v' Cepas indol negativas: sin cambio de color.

v' Cepas indol positivas: desarrollo de color rojo luego de agregar el
reactivo de Kovacs o de Erlich.

v' Cepas inmoviles: el crecimiento se observa solamente en la linea de
siembra.

v' Cepas moviles: producen turbidez del medio, que se extiende mas alla
de la linea de siembra.

o1



NEGATI

VO
R

POSITI
VO

NEGATI

VO
(-)

POSITI
VO
(+)

52



IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE BACTERIAS MAS FRECUENTES

KIAO TSI GAS H2S Citrato Urea Motilidad Indol

Escherichia coli A/A +/- - - - + +
Enterobacter aerégenes A/A ++ - + - + -
Enterobacter cloacae A/A ++ - + +/- + -
Klebsiella pneumoniae A/A ++ - + + ; .
Klebsiella oxytoca A/A ++ - + + . +
Proteus vulgaris ALC/A +/- + +/- ++ + +
Proteus mirabills ALC/A + + +/- L + -
Proteus penneri ALC/A + /- - +/- ++ +

Citrobacter freundli A/A o ALC/A + + + +/- + -
Citrobacter koseri ALC/A + - + +/- + +
Serratia marcesoans ALC/A i - + - + -
Morganella Morganii ALC/A + - - ++ + +
Pantosa agiomerans ALC/A +/- = +/- +/- + +/-
Hafnia alvel ALC/A + - - - + -
Providencia rettegeri ALC/A - - + ++ + +
Edwarsiella tarda ALC/A + + - - + -
Alkalescens dispar ALC/A - - - - - +
Salmonella thypi K/A - + - - + .
Salmonella paratyphi K/A - = - - + ,
Salmonella spp. K/A + + + - + -

Shigella spp. K/A - - - - - ;



