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MANUAL DE ORIENTACION PARA ESTUDIOS EN DIARREAS

Sergio A. Lizano*

INTRODUCCION

Como estudiante de los primeros afnos de la carrera de Microbiologia y
Quimica Clinica y durante nuestro Trabajo Comunal Universitario al cual
realizamos en 2l Instituto de Investigaciones en Salud (INISA), sentimos la
necesidad de informacion escrita basica que nos diera conocimientos funda-
mentales para ejecutar en mejor forma nuestra labor. Por eso, decidimos
hacer consultas verbales y de literatura, para redactar este trabajo que tiene
la finalidad de dar instruccion preliminar a aquellos estudiantes de Microbio-
logia, que no han cursado las materias que comprende la Microbiologia
Médica y quienes colaboran en la realizacion de estudios de enfermedades
diarreicas.

Las enfermedades diarreicas son una de las causas mas frecuentes de
morbilidad y mortalidad en nifos de los paises en desarrollo (1). En Costa
Rica, por ejemplo, la tasa de mortalidad por enfermedades diarreicas en la
década de 1920 era de 400, la cual declin6 en 1980 a 5 por cada 100.000.
Sin embargo, la diarrea todavia constituye una de las principales causas de
morbilidad y es una causa relativamente frecuente de muerte en nifios en
Costa Rica (2).

En estudios sobre enfermedades diarreicas, es de primordial importancia
establecer cual es el agente, ya sea pardsito, bacteria o virus que se asocia
a la diarrea. Hace quince anos en Costa Rica se identificaba el agente de
las diarreas en apenas un 20% de los casos, pero actualmente con mejores
conocimientos y medios para trabajar, la identificacion se logra en un 70%
de los pacientes que acuden a centros asistenciales (1). La importancia de
saber cuél es el agente que produce la diarrea en algunos casos coadyuva
en el tratamiento y ademas da oportunidad de tomar las medidas correctas
para evitar que se disemine la infeccion.

El concepto de diarrea se amplia mucho si se toman en cuenta las diversas
etiologias segun los agentes infecciosos involucrados. La diarrea se conoce
como una enfermedad infecciosa del intestino, que resulta en repetidas ex-
pulsiones de materia fecal en forma anormal. Si se registran mas de tres
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evacuaciones por dia en un periodo inferior a quince dias, la diarrea se
define como aguda. La diarrea prolongada es aquella que se extiende por
tres a cuatro semanas. La diarrea cronica tarda mas de cuatro semanas,
incluso hasta meses. A todo ello se anaden otros sintomas generalmente
involucrados en la enfermedad diarreica, como los vémitos, deshidratacion,
fiebre y cuadros respiratorios (3).

La mayor parte de la materia fecal esta constituida por bacterias. Normal-
mente, en el intestino delgado, hay lactobacilos, bacteroides y enterococos,
y en el intestino grueso, bacteroides, fuso bacterias, Escherichia coli, ente-
rococos, lactobacilos, Kiebsiella, estreptococos, actinomicetos, difteroides,
Proteus, levaduras, estafilococos, espiroquetas, virus y protozoarios (4).

Entre los microorganismos intestinales se encuentran algunos patégenos
y son éstos los que se deben identificar, como Salmonella, Shigella, Campy-
lobacter, Escherichia coli (enterotoxigénica y enteroinvasiva), Yersinia ente-
rocolytica, entre otras. Ademas, pueden encontrarse virus como rotavirus,
pararotavirus, adenovirus cultivables y no cultivables, enterovirus y corona-
virus, entre otros. También se encuentran protozoarios como Entamoeba
histolytica, Giardia lamblia, Cryptosporidium, etc. (3).

Para hacer un estudio de los agentes que producen diarrea debe conocerse
lo siguiente:

1) Cémo hacer el estudio primario de las muestras fecales, a saber:
a- recoleccion
b- examen al microscopio
c- inoculacién en medios de cultivo para aislamiento primario

2) Conocer pruebas de identificacion de los agentes patégenos.

Obtencién y manejo de la muestra fecal

A) Toma de la muestra

Para la toma de muestras fecales, se procede de varias formas. A veces
sélo es necesario hacer un hisopado rectal, para lo cual se introduce un
hisopo con punta de algoddn en el esfinter rectal y se gira para obtener
un poco de muestra (1). Sin embargo, para propésitos de un estudio en
el cual se hacen una serie de andlisis de identificacion de agentes paté-
genos de enfermedades entéricas, es necesario obtener una considerable
cantidad de muestra fecal utilizando métodos como los descritos a con-
tinuacién.

1) Aspirado rectal
Cuando la consistencia de las heces es liquida se puede utilizar el aspi-
rador rectal, el cual consiste de una jeringa y un tubo de hule delgado
con un orificio en el extremo. Un gel lubricante se aplica a la parte del
tubo que va a ser introducida en el ano para facilitar su entrada y asi no
maltratar al nino. Se debe tener cuidado de no aplicar el gel muy cerca
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2)

B)

del orificio para evitar contaminacién de las heces. La aplicacién del gel
es opcional debido a que puede tener propiedades bacteriostéticas que
afectarian si las heces fueran contaminadas con el lubricante.

El nifio se coloca boca arriba y sus piernas se sostienen arriba para
facilitar la introduccién del tubo. También el nifo se puede colocar de
cuclillas, aunque la primera forma es més usada. El tubo de hule se
introduce lenta y cuidadosamente unos dos o tres centimetros en el ano
y se prueba succionar suavemente con la jeringa. Si no se succiona
muestra, se prueba introducir el tubo un poco mas y se prueba la aspira-
cion. Si aun no hay succion de la muestra, puede ser que el nifio haya
defecado recientemente o las heces son muy soélidas. En este ultimo
caso, se debe usar el método de torunda. Si la muestra fue obtenida por
aspiracion, se toman alrededor de dos mililitros y se pasan a un frasco
de recoieccién limpio para su posterior envio al laboratorio.

Método de torunda

El uso de la torunda es un método relativamente mas facil que el anterior,
y se utiliza principalmente cuando la consistencia de las heces es sélida
o semisoélida. Este consiste en introducir la punta con algod6n de un
aplicador 2-3 centimetros en el ano del nifio y girario suavemente, indu-
ciendo al nino a pujar y asi recoger la muestra en un frasco colocado
debajo del ano, o bien se deja defecar en mantas limpias y se recoge
con una paleta de madera. El nifo se debe colocar y sostener de la forma
descrita para el aspirado rectal. Es importante sostener al nifio frmemente
por las piernas para evitar movimientos bruscos que puedan quebrar la
torunda cuando se introduce en el ano.

Los métodos anteriores se utilizan particularmente en nifilos que pade-
cen diarrea u otras infecciones entéricas, con el fin de obtener muestras
frescas para analisis. A veces es posible recoger la muestra fresca de
ninos que recién han defecado sobre una ropa o manta limpia. Es indis-
pensable para todos los métodos de toma de muestras descritos usar
guantes esterilizados y tener los cuidados necesarios para reducir al
maximo las posibilidades de contaminacioén de la muestra de heces y del
operador.

Transporte de la muestra

La muestra de heces apirada o recogida con torunda es pasada de
inmediato a un frasco limpio para su transporte. Es conveniente que no
transcurran mas de dos horas después de recoger la muestra para su
posterior analisis, ya que de lo contrario no sobrevivirian microorganismos
tales como Shigella y otros. Cuando se recogen hisopados rectales, se
inoculan en medios de transporte que conserven los agentes patogenos
de interés. Un ejemplo de tal medio es el caldo tetrationato en el que se
inocula el hisopo.



262

<

1)

REVISTA MEDICA DEL HOSPITAL NACIONAL DE NINOS DR. CARLOS SAENZ HERRERA

Para el envio de muestras al centro o lugar de analisis, se procede a
envolver cuidadosamente los medios de transporie de modo que no se
danen ni haya pérdida de muestra. Los medios deben estar rotulados
debidamente segun el codigo que se siga para la identificacion de la
muestra. Si varios materiales corresponden a una muestra comun, como
por ejemplo laminas de frotis y el frasco de iransporte, éstos deben
empacarse juntos para evitar confusiones.

Tratamiento primario de la muestra de heces

El estudiante de Microbiologia que estd empezando a trabajar con aspec-
tos bésicos sobre los andlisis concernientes a enfermedades causadas
por agentes patogenos, particularmente el caso de enfermedades diarrei-
cas gue nos ocupa, debe familiarizarse con las principales técnicas de
preparacion de muestra para analisis. Tales técnicas comprenden la
preparacion de frotis e inoculacién o “siembra” en medios de enriqueci-
miento y cultivo, principalmente. También debe adquirir conocimientos
basicos acerca de la composicion y preparacion de estos medios de
cultivo.

Preparacion de frotis

Se usan dos laminas de vidrio corriente para trabajo con microscopio.
Estas miden 3x1 pulgadas. Se debe rotular en uno de los extremos y en
el resto de las laminas se hacen dos frotis extendiendo la materia feca!
con la paleta de madera o con un aplicador, de forma que quede una
capa muy fina a todo lo largo y ancho de la lamina. Los dos frotis se
dejan secar al aire y se fijan en metanol introduciéndolos en un frasco
Coplin por un lapso de tres minutos. Luego se sacan y se dejan secar.
Se envuelven en un trozo de gaza de 15x10 cm. aproximadamente,
coiocandolos de manera que no se peguen entre si y con cinia adhesiva
se unen al frasco correspondiente, que contiene la muesiya de heces.
Esas dos laminas son posteriormente tefidas con coloraciones aspeciales
para la observacion de microorganismos ai microscopio.

inoculacidn en medios de enriquecimienia

Para los estudios de aislamiento v clasificacion de bacterias, el aplicador
con la muestra se introduce en un medio de enriguacimienio como el
caldo tetrationato. £ste medio asti constilvido por subsiancias que per-
miten la proliferacién de las bacterias que interesa astudiar e inhibe &l
crecimiento de las oiras. Se usa espacialmente para el aislamiento de
bacterias como Salmonslia. A cinco mililitros de ese caido debe agregarse
dos gotas de una solucién de yodo, ia cual actda inhibiendo el crecimienio
de ciertos microorganismos. El tubo rotulado debe taparse con un tapdn
ds hule o algedon y unirse a los frotis y al frasco que contiene la mussira.
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3) Inoculaciéon en medios de cultivo

Los medios de cultivo gue inocula el estudiante en este proyecto son:
agar Salmonella-Shigeila (SS), MacConkey (Mc), Butzler (Bz). Estos me-
dios de cultivo son sdlidos y se usan en plaios de Petri. Para hacer la
inoculacion se esteriliza una aza bacteriologica a la llama, colocandcla
coh una inclinacion de 20 grados, se enfria y se pone muy suavemente,
se extiende la muestra con movimiento de zig-zag de un extremo a otro
del planic hasta la mitad de este. También se puede trazar una linea con
el aza desde el punto donde se aplicé la muestra hasta la mitad del plato,
y después se raya en zig-zag desde el punto de aplicacién. En las Figuras
1 y 2 se muestran estas dos formas de inocular en la mitad del plato. De
éstas la mas recomendable es la Figura 1. Algunas veces la inoculacién
se hace en un plato entero, haciendo las figuras en zig-zag en los cuatro
cuartos dei plato, como se ilustra en la Figura 3. Esta inoculacién se hace
asi con €l fin de que queden &reas con muy poca muestra y por lo tanto
con crecimiento de colonias aisladas que permitan su mejor observaciéon
y clasificacién. Al realizar los movimientos zig-zag, el aza debe mantener
un suave contacto con el agar y no removerse en ningun momento durante
el rayado. Ademas, el rayado no se debe devolver a un punto yainoculado.
En el caso de una inoculacion en medio plato, la aplicacién del aza no
debe tocar la otra mitad donde otra muestra puede ser 0 esta inoculada
para evitar contaminacion.

La manipulacion del plato de agar se pusde hacer con una sola mano,
ya que la otra utiliza el aza para inocular. Con una mano se coge el plato
de Petri, sosteniendo la placa de agar con los dedos menfigue, anular y
medio. La tapa se abre al inocular, manipulando con el dedo pulgar y
prensandc con el dedo medio un extremo.

Una vez inoculado el medio se debe poner bajo las condiciones nece-
sarias para el desarrollc de |as colonias aistadas (por ejemplo, incubacién
a determinadas temperatura y tiempe, rediccion de oxigeno del medio,
etc).

Medios de cultivo

Para el estudio bacteriologico de las diarreas, se usan muy variados medios
de cultivo, tanto liquidos como sélidos. Linos medios se usan en el aislamiento
primario y otros en su clasificacion. Como dijimos antes, en este proyecto
se usa un medic liquido de enriquecimiento, el caldo tetrationato y medios
s6lidos que son el SS, Mc, Bz.

El caldo tetrationato se usa en tubos que contienen 5 ml del medio que
esta constituido por proteosa, peptona, sales biliares, carbonato de calcio y
tiosuifato de sodio (5).

El agar SS tiene extracto de carne y proteosa-peptona como fuente de
proteinas, como azucar tiene lactosa y ademas sustancias que inhiben el
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Figura 3

METODO DE INOCULACION DE UN MEDIC DE CULTIVO
CUBRIENDO TODO EL PLATO DE PETRL

crecimiento de bacterias que no sean Shigella y Salmonelia. Entre estas
sustancias inhibidoras, el medio contiene sales biliares, sulfaio de sodio,
verde brillante; para controlar el pH tiene rojo neutro y para hacerlo sélido
tiene agar. En este medio, Salmonella, Shigelia y otras bacterias que no
fermentan |a lactosa, producen colonias transparentes, incoloras y generai-
mente lisas. Algunas pocas bacterias que si fermentan la lactosa pueden
crecer en este medio con colonias de color rojo.

El agar Mc se usa también para el aislamiento de Salmonelia y Shigella.
Como proteinas tiene peptona y proteosa-peptona. Como azicar tiene lac-
tosa; como inhibidor de crecimiento de otras bacterias tiene sales biliares y
cristal violeta. Igual que el SS, tiene como indicador el rojo neutro y se
endurece con agar. En este medio ias colonias de Salmoneilay Shigella son
también incoloras y transparentes. Las bacterias que fermentan ia lactosa
tienen color rojo o rosado (6).

El medio de Butzler (Bz) es el que méas recomienda la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) para aislar Campylobacter. Este medio tiene tiologlicolato,
sangre de carnero o humana, extracto de levadura y se endurece con agar.
Ademas tiene antibi6ticos como bacitracina, novobiocina, colicistina, cefoxi-
tina y un inhibidor de hongos que es actidiona.
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Este medio no se incuba a 37°C como ios otros sine a 42°C, que es la
temperatura a la cual crece mejor Campylobacter fetus ssp. fejuni. Ademas,
la incubacién se hace en un medio microaerofilico que tiene sblo 5-10% de
oxigeno y 80-95% de una mezcla de nitrégenc y didxio de carbono. En este
medio las colonias son pequefias, brillantes, planas y de color grisdceo (7).
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