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Objetivo: las infecciones agudas del tracto gastrointestinal figuran entre las enfermedades infecciosas
mas frecuentes en atencion primaria. La participacion de los distintos microorganismos difiere de unas
areas geograficas a otras, con variaciones estacionales y segtn el grupo de poblacion estudiada. El ob-
jetivo de este trabajo es estudiar retrospectivamente los coprocultivos y la investigacién de toxina A/B
de Clostridium difficile realizados de 2010 a 2012 en el Hospital Universitario Miguel Servet (Zaragoza,
Espafia) en pacientes pediatricos, que recibe las muestras de la poblacion del area Il de Zaragoza.

Materiales y métodos: se recibieron 24 058 heces para coprocultivo (46,6 % de Pediatria) y 4132 para
investigacion de toxina (3,4% de Pediatria).

Resultados: el 9,6% de los coprocultivos fueron positivos para una o varias bacterias enteropatégenas
(el 14,8% de las muestras de adultos y el 5,1% de las muestras pediatricas). El 5% de las determina-
ciones de toxina A/B de C. difficile fueron positivas (8,6% de las muestras peditricas y 4,9% de las
muestras de adultos).

Conclusiones: las bacterias mas frecuentemente aisladas, tanto en nifios como en adultos, fueron
Campylobacter (el 49,9% de los positivos en nifios y el 37,1% en adultos) y Salmonella (el 33,8% de
los positivos en nifios y el 32,9% en adultos). La especie mas frecuente de Campylobacter fue Cam-
pylobacter jejuni'y el serotipo de Salmonella més habitual fue Salmonella enteritidis.
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Bacterial gastroenteritis in an area of Zaragoza (Spain)

Objective: acute gastrointestinal infections are one of the most frequent infectious diseases in primary
health care. Implication of microorganisms is variable in different geographical areas, according to
seasonal period and population studied. The aim is to study retrospectively the stool cultures and the
Clostridium difficile toxin A/B performed from 2010 to 2012 in the Hospital Miguel Servet (Zaragoza,
Spain) of paediatric patients from the area Il of Zaragoza.

Materials and methods: 24058 faeces were received for culture (46.6% from children) and 4132 faeces
for toxin investigation (3.4 %from children).

Results: 9.6% of the stool cultures were positive for one or more enteropathogen bacteria (14.8% from
adults and 5.1% from children). Five percent of the toxin investigations were positive (8.6% from
children and 4.9 % from adults).

K ds: Conclusions: the bacteria most frequently isolated in both adults and children were Campylobacter
oG tey wtor.tf,. (49.9% of the positives in children and 37.1% in adults) and Salmonella (33.8% of the positives in
astroententis children and 32.9% in adults). The most frequent serotype of Salmonella was Salmonella enteritidis

* Diarrhoea . P
o Enteropathogen and the most frequent species of Campylobacter was Campylobacter jejuni.
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INTRODUCCION

Las infecciones del tracto gastrointestinal son, jun-
to con las infecciones del tracto respiratorioy geni-
tourinario, unas de las enfermedades infecciosas
mas frecuentes en Atencion Primaria. Aunque mu-
chas veces se trata de un proceso benigno en adul-
tos sanos, un desequilibrio hidroelectrolitico pue-
de provocar una deshidratacién en ninos, ancianos
y en personas con factores de riesgo. A nivel mun-
dial, las infecciones gastrointestinales siguen sien-
do una de las causas mas importantes de morbili-
dad y mortalidad entre los lactantes®.

La participacion de los distintos microorganismos
difiere de unas areas geograficas a otras y también
depende del grupo de poblacion estudiada. La gas-
troenteritis de etiologia bacteriana es la segunda
en importancia tras la virica, siendo la etiologia
parasitaria menos frecuente. En cuanto al predo-
mino estacional, hay mayor incidencia de gas-
troenteritis viricas en otono-invierno, mientras
que las bacterianas afectan preferentemente en
primavera-verano?.

Los sintomas principales de las gastroenteritis son
diarrea, fiebre, vomitos y dolor abdominal. Segun
el tipo de diarrea puede ser acuosa (secretora) o
invasiva (disenteria). La diarrea acuosa o secretora
es la mas frecuente y suele cursar con heces liqui-
das. En la diarrea invasiva o disenteria las heces
pueden contener sangre, moco y pus y puede cur-
sar con fiebre, dolor abdominal y tenesmo. El diag-
noéstico definitivo solo se puede obtener mediante
pruebas de laboratorio.

El objetivo del presente estudio es conocer los resul-
tados de los coprocultivos y de la investigacion de
toxina A/B de Clostridium difficile realizados en la po-
blacion pediatrica del Area Il de Zaragoza (Espania).

MATERIALES Y METODOS

Desde enero 2010 hasta diciembre 2012 se recibie-
ron para coprocultivo en el Servicio de Microbiolo-
gia del Hospital Universitario Miguel Servet de
Zaragoza 24 058 muestras de heces, de las que el
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46,6% correspondia a pacientes en edad pediatri-
ca. La distribucion por sexos fue similar. La mayor
parte de las heces eran de pacientes de Atencién
Primaria (Tabla 1).

Las muestras de heces se recibieron en contenedor
estéril sin medio de transporte y se sembraron di-
rectamente en los medios de cultivos habituales
para aislamiento de los gérmenes mas frecuentes
causantes de diarrea, que incluian:

e Agar sangre para una vision general de |a flora
intestinal presente.

e Agar XLD (xiloxa, lisina, desoxicolato) para ais-
lamiento de Salmonella 'y Shigella.

e Agar CIN agar (cefsulodina, irgasan, novobioci-
na) para aslamiento de Yersinia y Aeromonas.

e Agar CCD (carbon, cefoperazona, desoxicolato,
anfotericina) para aislamiento de campylobacter.

® En caso de heces liquidas se afiadié una placa
de agar MacConkey sorbitol (SMAC) para aisla-
miento de Escherichia coli enterohemorragica
0157.

e Ademas se sembraron en caldo tetrationato
para enriquecimiento en Salmonella, con pos-
terior resiembra a las 24 horas en agar Hek-
toen.

Las placas de agar sangre, XLD, SMAC y Hektoen se
incubaron aerébicamente a 35 °C durante 24 ho-
ras, la placa de CIN a 30 °C 24 horas y la placa de
agar CCD se incubd a 42 °C en atmosfera microae-
rofilica con lecturas a las 24 y 48 horas.

La identificacion de los microorganismos se realizo
por espectrometria de masas MALDI-TOF® Brucker
Daltonik. En los casos de Salmonella, Shigellay Yer-
sinia se completo la identificacion con aglutina-

Pediatria Adultos Total
Atencién 6985 (62%) | 5640 (44%) | 12703 (53%)
Primaria
Consultas 1211 (11%) | 2081 (16%) |3272 (14%)
Hospitalizacion | 2948 (26%) | 4548 (35%) | 7482 (31%)
Urgencias 67 (1%) 578 (4%) 601 (2%)
Total 11211 (47%) | 12 847 (53%)




cion mediante antisueros comerciales. Las cepas
de Salmonella se enviaron al Centro Nacional de
Microbiologia para estudio epidemiolégico de se-
rotipado y fagotipado. El estudio de sensibilidad
antibidtica se realizé por microdilucion (MicroScan
Walkaway"’, Siemens) y en el caso de Campylobac-
ter mediante difusion disco placa en agar sangre.

Se recibieron 4132 heces para la investigacion de
Clostridium difficile, siendo el 3,41% de Pediatria.
Se realizo la deteccidn de la toxina A/B de Clostri-
dium difficile mediante inmunoensayo en micro-
placay se confirmé la positividad por citotoxicidad
en cultivos tisulares.

RESULTADOS

De los 24 058 coprocultivos realizados, 9,6% fue-
ron positivos para uno o varios enteropatégenos.
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El 14,8% de las 11 211 muestras pediatricas y el
5,1% de las 12 847 muestras de adultos fueron po-
sitivas.

En la Tabla 2 se desglosan los resultados microbio-
l6gicos obtenidos en Pediatria en comparacion con
los de adultos. Las bacterias mas frecuentemente
aisladas, tanto en ninos como en adultos, fueron
Campylobacter (el 49,9% de los positivos en nifios y
el 37,1% en adultos) y Salmonella (el 33,8% de los
positivos en nifios y el 32,9% en adultos). Dentro de
la gran variabilidad antigénica de Salmonella pre-
dominé el serotipo typhimurium. Le sigue por or-
den de frecuencia Aeromonas. Dentro del género
Campylobacter |a especie mas frecuentemente ais-
lada fue C. jejuni (Tabla 2). De las 4132 determina-
ciones de toxina A/B de C. difficile fueron positivas
el 5% (el 8,6% de las 128 muestras pediatricas y el
4,9% de las 4004 muestras de adultos) (Tabla 2).

Tabla 2. Distribucion de agentes etiolégicos bacterianos 2010-2012. Niimero de aislamientos

Microorganismo Pediatria Adultos Total
Campylobacter jejuni 776 222 998
Campylobacter coli 35 17 52
Campylobacter spp 9 3 12
Total Campylobacter 820 242 1062
Salmonella serotipo enteritidis 136 69 205
Salmonella serotipo typhimurium 338 85 423
Salmonella grupo B 23 22 45
Salmonella grupo C1 33 24 57
Salmonella grupo C2 16 9 25
Salmonella serotipo typhi 1 1
Salmonella (otros serotipos) 17 6 23
Total Salmonella 564 215 779
Aeromonas caviae 184 113 297
Aeromonas hydrophila 10 14 24
Aeromonas veronii 17 36 53
Aeromonas spp 7 2 9
Total Aeromonas 218 165 383
Yersinia enterocolitica 51 14 65
Shigella sonnei 4 8 12
Shigella flexneri - 6 6
Shigella boydii = 1 1
Total Shigella 4 15 19
Plesiomonas shigelloides - 1 1
Vibrio parahemolyticus - 1 1
Toxina A/B Clostridium difficile 11 199 210
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Los resultados de sensibilidad antibidtica de las
principales bacterias enteropatdgenas aisladas en
coprocultivo se reflejan en la Tabla 3.

DISCUSION

La investigacion bacteriologica de procesos diarrei-
cos representa una parte importante del trabajo
de un laboratorio de Microbiologia en coste, tanto
por el niumero de placas utilizado como por el
tiempo empleado. Sin embargo, es habitual obte-
ner un bajo rendimiento en resultados de positivi-
dad con aislamiento e identificacion del agente
etiolégico bacteriano. Las causas son multiples. La
falta de datos demograficos y clinicos del paciente
y de orientacion diagnostica en la solicitud impide
la eleccién de la técnica adecuada por la variedad
de agentes infecciosos implicados (bacterias, virus,
toxinas, parasitos). La edad, sintomas, tipo de dia-
rrea, brote o caso aislado, viajes a paises de riesgo
y cualquier otro dato de interés facilita el diagnds-
tico microbiolégico.

En el caso de bacterias enteropatogenas su labili-
dad es alta por los cambios de pH, temperatura y
humedad sufridos por las heces, lo que hace que
deba ser considerada una muestra que se debe to-
mar al inicio del cuadro diarreico, transportar y
procesar con rapidez. El envio de muestras multi-
ples supone una sobrecarga para el laboratorio sin
aportar una mejora sustancial del rendimiento, ya
que la muestra optima es la inicial. No se reco-

mienda el envio de muestras en proceso de mejo-
ria clinica por la alta probabilidad de obtener un
resultado falsamente negativo. En nuestro labora-
torio, el 28% de las heces recibidas eran inadecua-
das por ser formes de consistencia sélida.

Las bacterias mas frecuentemente aisladas en
nuestro estudio no difieren del resto de la literatu-
ra medica revisada y fueron, tanto en nifios como
en adultos, Campylobacter y Salmonella®?. El au-
mento de especies exoticas como mascotas infan-
tiles domiciliarias, sobre todo animales de sangre
fria, hace que aparezcan esporadicamente seroti-
pos de Salmonella inusuales en nuestro pais* Den-
tro del género Campylobacter la especie mas fre-
cuentemente aislada fue C. jejuni, datos acordes
con estudios previos®. Shigella y Yersinia no repre-
sentan un problema epidemiolégico en salud pu-
blica por su baja frecuencia.

El papel patégeno de Aeromonas en cuadros dia-
rreicos es controvertido, ya que no se ha podido
reproducir en modelos animales, aunque A. hydro-
philay A. veroni son especies potencialmente inva-
sivas. Su aislamiento en heces puede responder a
colonizacion transitoria. En paises desarrollados la
tasa de portador de Aeromonas esta entre el 2 y el
10%’. El incremento estival de los aislamientos de
Aeromonas sin una clara implicacion patégena en
el proceso diarreico puede deberse fundamental-
mente a su mayor desarrollo en alimentos y me-
dios acuaticos de recreo, por la elevacion de la tem-
peratura ambiental. En general son cuadros

Tabla 3. Sensibilidad antibiética (% de aislamientos sensibles)

Microorganismo Ampicilina Amoxicilina Trimetoprima | Ciprofloxacino | Eritromicina
clavulanico | sultametoxazol

Salmonella grupo B 38 80 80 97
Salmonella grupo C1 52 95 73 98
Salmonella grupo C2 75 94 100 89
Salmonella enteritidis 75 97 99 99
Salmonella typhimurium 11 69 92 99

Total 33 80 92 99
Aeromonas spp 1 12 75 98
Yersinia enterocolitica 0 90 12 98
Shigella spp 50 88 19 70
Campylobacter spp 11 95
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benignos autolimitados, asociados principalmente
con el consumo previo de pescado o marisco. Su
presencia puede estar subestimada en casos de
diarrea subaguda (de dos semanas a dos meses) o
crénica (mas de dos meses). Aunque no hay datos
concluyentes, su papel en la diarrea del viajero
puede serimportante. Ocasionalmente puede pre-
sentarse como diarrea secretora acuosa. En casos
extremos se ha asociado con sindrome hemolitico
urémico’.

Recientemente ha cobrado especial relevancia la
investigacion de toxina de C. difficile. Aunque esta-
ba reservada para pacientes hospitalizados, en ca-
sos especiales debe tenerse en cuenta en Atencion
Primaria, siempre segin pautas de actuacion con-
sensuadas con el laboratorio. No se recomienda en
edades inferiores a dos afios por la dificultad de
interpretacion de los resultados, dado que es muy
frecuente el estado de portador en esas edades®.
Aunque el numero total de determinaciones de
toxina A/B de C. difficile no fue elevado, el 8,6% de
las determinaciones pediatricasy el 4,9 % de las de
adultos fueron positivas. La implantacién de pro-
tocolos revelara la incidencia real de este cuadro
en Atencion Primaria®.

El tratamiento principal de la enteritis infecciosa
bacteriana es la rehidratacion oral y, con la intro-
duccion precoz de la alimentacion habitual, la dia-
rrea remite en pocos dias. La lactancia materna no
debe interrumpirse®?. Solamente esta justificado
el ingreso hospitalario en caso de intolerancia oral
o deshidratacion. Los tratamientos sintomaticos y
sobre todo los antibidticos no estan recomenda-
dos de forma habitual en todos los casos. Se tendra
en cuenta el tipo de diarrea, la situacion clinicay el
patogeno implicado. En |a gastroenteritis por Shi-
gellay en las formas disentéricas por Campylobac-
ter y Salmonella, el tratamiento precoz reduce los
sintomas, el riesgo de bacteriemia y la contagiosi-
dad, al acortar la duracién de la eliminacion fecal
de la bacteria® En general, en los casos de diarrea
acuosa por Salmonella |la mejoria con el tratamien-
to es solo aparente, ya que el cultivo se negativiza
en etapas tempranas, pero posteriormente au-
mentan los cultivos positivos. Ademas podrian au-
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mentar las recaidas, provocar reacciones adversas
y aumentar las resistencias®*°. Estaria indicado en
neonatosyen pacientes inmunodeprimidos. No se
recomienda por innecesaria la realizacion de co-
procultivos de control en procesos autolimitados
en pacientes inmunocompetentes'®.

Entre los antibidticos mas utilizados para el trata-
miento de las infecciones producidas por Salmone-
lla figuran la amoxicilina-clavulanico, las fluoro-
quinolonas (en adultos o en nifios de mas edad
cuando no existe otra alternativa) o trimetoprima-
sulfametoxazol***’. En los aislados de Salmonella
estudiados, la tasa de resistencia global a la ampi-
cilina fue del 77%. Los mayores porcentajes de re-
sistencia se observaron entre los aislados del sero-
tipo typhimurium (88%) en comparacion con el
serotipo enteritidis (25%). La resistencia a amoxici-
lina-clavulanico fue del 20%. Todos los serotipos
presentaron una sensibilidad cercana al 100% a
ciprofloxacina. Estos resultados de sensibilidad an-
tibidtica son similares a otros estudios naciona-

|esl4fl7

A partir de la década de los noventa, la resistencia
de Campylobacter a fluoroquinolonas se ha incre-
mentado rapidamente en diferentes paises, reco-
nociéndose como un problema de salud publica.
Este aumento coincide con la aprobacién del uso
de quinolonas fluoradas en aplicaciones veterina-
rias. En nuestro estudio se observo un 89% de ais-
lados resistentes a ciprofloxacinay un 5% resisten-
tes a eritromicina, cifras en sintonia con las
referidas por otros autores. Si bien en la mayoria de
los paises desarrollados la tasa de resistencia a
macrolidos en aislados clinicos de Campylobacter
no es alarmante, se ha documentado una tenden-
cia a un incremento, tanto en animales como en
humanos*®.

Las medidas mas eficaces de prevencion consisten
sobre todo en la educacién sanitaria, el cuidado de
la higiene para evitar el contagio persona-persona
y, en el caso de Salmonella, en el control de porta-
dores. El portador cronico es el que presenta Sal-
monella en heces u orina durante mas de un afo*’.
La erradicacién en un portador crénico solo estaria
indicada en trabajadores sanitarios y de centros de

Rev Pediatr Aten Primaria. 2015;17:29-35
ISSN: 1139-7632 * www.pap.es

33



34

Lain Miranda E, et al. Gastroenteritis bacteriana en un drea de Zaragoza (Espafia)

ancianos, en pacientes con virus de la inmunodefi-
ciencia humana (VIH) positivos, en manipuladores
de alimentos y si se convive con inmunodeprimi-

dos™™.
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Objective: acute gastrointestinal infections are one of the most frequent infectious diseases in primary
health care. Implication of microorganisms is variable in different geographical areas, according to
seasonal period and population studied. The aim is to study retrospectively the stool cultures and the
Clostridium difficile toxin A/B performed from 2010 to 2012 in the Hospital Miguel Servet (Zaragoza,
Spain) of paediatric patients from the area Il of Zaragoza.

Materials and methods: 24058 faeces were received for culture (46.6% from children) and 4132 faeces
for toxin investigation (3.4 %from children).

Results: 9.6% of the stool cultures were positive for one or more enteropathogen bacteria (14.8% from
adults and 5.1% from children). Five percent of the toxin investigations were positive (8.6% from
children and 4.9 % from adults).

K ds: Conclusions: The bacteria most frequently isolated in both adults and children were Campylobacter
oG tey wtor_tg. (49.9% of the positives in children and 37.1% in adults) and Salmonella (33.8% of the positives in
astroenteritis children and 32.9% in adults). The most frequent serotype of Salmonella was Salmonella enteritidis

e Diarrhoea 3 e
« Enteropathogen and the most frequent species of Campylobacter was Campylobacter jejuni.

Abstract

Gastroenteritis bacteriana en u n drea de Zaragoza (Espaiia)

Objetivo: las infecciones agudas del tracto gastrointestinal figuran entre las enfermedades infecciosas
mas frecuentes en atencion primaria. La participacion de los distintos microorganismos difiere de unas
areas geograficas a otras, con variaciones estacionales y segtn el grupo de poblacion estudiada. El ob-
jetivo de este trabajo es estudiar retrospectivamente los coprocultivos y la investigacion de toxina A/B
de Clostridium difficile realizados de 2010 a 2012 en el Hospital Universitario Miguel Servet (Zaragoza,
Espafia) en pacientes pedidtricos, que recibe las muestras de la poblacion del area Il de Zaragoza.

Materiales y métodos: se recibieron 24 058 heces para coprocultivo (46,6 % de Pediatria) y 4132 para
investigacion de toxina (3,4% de Pediatria).

Resumen

Resultados: el 9,6% de los coprocultivos fueron positivos para una o varias bacterias enteropatogenas
(el 14,8% de las muestras de adultos y el 5,1% de las muestras pediatricas). El 5% de las determina-
ciones de toxina A/B de C. difficile fueron positivas (8,6% de las muestras peditricas y 4,9% de las
muestras de adultos).

Conclusiones: las bacterias més frecuentemente aisladas, tanto en nifios como en adultos, fueron
Campylobacter (el 49,9% de los positivos en nifios y el 37,1% en adultos) y Salmonella (el 33,8% de
los positivos en nifios y el 32,9% en adultos). La especie més frecuente de Campylobacter fue Cam-
pylobacter jejuni y el serotipo de Salmonella més habitual fue Salmonella enteritidis.
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INTRODUCTION

Infections of the gastrointestinal tract, along with
respiratory tract and genital and urinary tract in-
fections, constitute some of the most frequent in-
fectious diseases seen in Primary Care. While they
are often a benign entity in healthy adults, a wa-
ter-electrolyte imbalance can cause dehydration in
children, the elderly and at-risk individuals. Gastro-
intestinal infections continue to be one of the
leading causes of morbidity and mortality in in-
fants worldwide.*

The involvement of different microorganisms var-
ies across geographical areas, and also depends on
the segment of the population under study. Bacte-
ria are the second leading causative agent of gas-
troenteritis, following viruses, while parasites are
the least frequent aetiology. When it comes to sea-
sonal predominance, there is a higher incidence of
viral gastroenteritis during autumn and winter,
while bacterial meningitis is most frequent in the
spring and summer.?

The main symptoms of gastroenteritis are diar-
rhoea, fever, vomiting and abdominal pain. Gastro-
enteritis can be classified depending on the type of
diarrhoea into secretory gastroenteritis (watery) or
dysentery (invasive). Watery or secretory diarrhoea
is more frequent and usually manifests with wa-
tery stools. In invasive diarrhoea or dysentery, the
stools may contain blood, mucus or pus, and the
diarrhoea may be accompanied by fever, abdomi-
nal pain and tenesmus. Laboratory tests are need-
ed to reach a definitive diagnosis.

The aim of this study was to learn the results of
stool cultures and of Clostridium difficile toxin A/B
tests performed in the paediatric population of
health care area Il in Zaragoza (Spain).

MATERIALS AND METHODS

The Microbiology Department of the Hospital Uni-
versitario Miguel Servet of Zaragoza received
24 058 samples for stool culture from January
2010 through December 2012, of which 46.6% cor-
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responded to patients in the paediatric age group.
The distribution by sex was fairly even. Most of the
stool samples were from Primary Care patients
(Table 1).

The stool samples were received in a sterile con-
tainer without transport medium and were seed-
ed directly on the culture media generally used for
the isolation of the most frequent causative
agents of diarrhoea, including:

® Blood agar for a general overview of the cur-
rent intestinal flora.

e XLD (xylose, lysine, deoxycholate) agar for iso-
lation of Salmonella and Shigella.

e CIN (cefsulodin, irgasan, novobiocin) agar for
isolation of Yersinia and Aeromonas.

e (CCD (charcoal, cefoperazone, deoxycholate, am-
photericin) agar for isolation of Campylobacter.

e For watery stools, a SMAC (sorbitol-McConkey)
agar was added for isolation of enterohaemor-
rhagic Escherichia coli 0157.

® The samples were also seeded in tetrathionate
broth for selective enrichment of Salmonella, and
reseeded on Hektoen enteric agar 24 hours later.

The blood agar, XLD, SMAC and Hektoen plates
were incubated aerobically at 35 °C for 24 hours,
the CIN plate aerobically at 30 °C for 24 hours, and
the CCD plate at 42 °Cin a microaerophilic atmos-
phere and read at 24 and 48 hours.

Microorganisms were identified by MALDI-TOF®
mass spectrometry (Brucker Daltonik). The identi-
fication of Salmonella, Shigella and Yersinia isolates
was completed by agglutination tests with com-
mercial antisera. The Salmonella strains were sent

Table 1. Sources of the 24 058 stool samples
submitted for culture

Children Adults Total
Primary Care | 6985 (62%) | 5640 (44%) | 12703 (53%)
Outpatient 1211 (11%) | 2081 (16%) | 3272 (14%)
Specialty Care
Inpatient 2948 (26%) | 4548 (35%) | 7482 (31%)
Hospital Care
Emergency 67 (1%) 578 (4%) 601 (2%)
department
Total 11211 (47%) | 12 847 (53%)




to the Centro Nacional de Microbiologia (National
Centre of Microbiology) for epidemiological sero-
typing and phage-typing testing. Antibiotic sus-
ceptibility testing was performed by broth micro-
dilution (MicroScan Walkaway®, Siemens) and in
the case of Campylobacter by the disk diffusion
method on blood agar.

The department received 4132 stool samples for
Clostridium difficile testing, 3.41% of which came
from Paediatrics. Clostridium difficile toxin A/B de-
tection was performed by means of microplate im-
munoassay, and positive results were confirmed
by cell cytotoxicity assays.

RESULTS

Of the 24 058 stool cultures performed, 9.6% were
positive for one or more enteropathogens. Positive
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results were found in 14.8% of the 11 211 paediat-
ric samples and 5.1% of the 12 847 samples from
adult patients.

Table 2 details the microbiological results obtained
in paediatric patients compared to adult patients.
The bacteria isolated most frequently both in chil-
dren and adults were Campylobacter (49.9% of
positive tests in children and 37.1% in adults) and
Salmonella (33.8% of positive tests in children and
32.9% in adults). The serotype that predominated
in the broad antigenic spectrum of Salmonella cor-
responded to the typhimurium serovar. The second
most frequent genus was Aeromonas. The most
frequently isolated species in the Campylobacter
genus was C. jejuni (Table 2). Of the 4132 samples
tested for C. difficile toxins A/B, 5% tested positive
(8.6% of the 128 paediatric samples and 4.9% of
the 4004 adult samples) (Table 2).

Table 2. Distribution of bacterial aetiological agents 2010—-2012. Number of isolations

Microorganism Children Adults Total
Campylobacter jejuni 776 222 998
Campylobacter coli 35 17 52
Campylobacter spp 9 3 12
Total Campylobacter 820 242 1062
Salmonella serovar enteritidis 136 69 205
Salmonella serovar typhimurium 338 85 423
Salmonella group B 23 22 45
Salmonella group C1 33 24 57
Salmonella group C2 16 9 25
Salmonella serovar typhi 1 1
Salmonella (other serovars) 17 6 23
Total Salmonella 564 215 779
Aeromonas caviae 184 113 297
Aeromonas hydrophila 10 14 24
Aeromonas veronii 17 36 53
Aeromonas spp 7 2 9
Total Aeromonas 218 165 383
Yersinia enterocolitica 51 14 65
Shigella sonnei 4 8 12
Shigella flexneri - 6 6
Shigella boydii = 1 1
Total Shigella 4 15 19
Plesiomonas shigelloides - 1 1
Vibrio parahaemolyticus > 1 1
Toxin A/B Clostridium difficile 11 199 210
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Table 3 shows the results of antibiotic susceptibil-
ity testing for the main enteropathogenic bacteria
isolated from stool cultures.

DISCUSSION

The bacteriological study of diarrhoeic illnesses is
a significant component of the work in a microbi-
ology laboratory, both in terms of the cost of the
materials used and the time invested. However,
there is generally a low yield of positive results
with isolation and identification of the bacterial
aetiological agent. There are many reasons for this.
The lack of demographic and clinical data for the
patient and of an orientation for the diagnosis in
the order form prevents the selection of appropri-
ate methods due to the broad spectrum of agents
that may be involved (bacteria, viruses, toxins,
parasites). The age, symptoms, type of diarrhoea,
whetherthe case is isolated or part of an outbreak,
travel to endemic countries and any other data of
interest can facilitate the microbiological diagno-
sis.

Enteropathogenic bacteria are very labile to stool
changes in pH, temperature and humidity, so sam-
ples ought to be taken soon after the onset of diar-
rhoea and transported and processed in a timely
manner. The submission of multiple samples in-
creases the workload of the laboratory and does
not substantially improve the yield, as initial sam-
ples are the best. Submission of samples from pa-

Table 3. Antibiotic susceptibility (% susceptible isolates)

tients with clinical improvement is not recom-
mended due to the high probability of obtaining a
false-negative result. In our laboratory, 28% of the
stools received were inadequate because they
were formed stools with a solid consistency.

The bacteria most frequently isolated in our study
in both children and adults were Campylobacter
and Salmonella, which was consistent with the re-
viewed medical literature.** The increase in exotic
pet species in the homes of children, especially of
cold-blooded animals, has resulted in the sporadic
appearance of atypical Salmonella serotypes in our
country.* The Campylobacter species isolated most
frequently was C. jejuni, consistent with previous
studies.” From an epidemiological standpoint, Shi-
gella and Yersinia are not a public health concern
due to their low incidence.

The pathogenic role of Aeromonas in cases of diar-
rhoea is controversial, as it has not been possible
to reproduce it in animal models, although A. hy-
drophila and A. veroni are potentially invasive spe-
cies. Their isolation from stools may reflect tran-
sient colonisation. In developed countries, the
Aeromonas carriage rate ranges between 2% and
10%.” Most of the summer increase in the isola-
tion of Aeromonas without a clear pathogenic role
in diarrhoeic illness is probably explained by the
greater growth rate of this bacterium in foods and
recreational water environments promoted by
higher environmental temperatures. Usually,
these are mild self-limited illnesses associated

Microorganism Ampicillin Amoxicillin- Trimethoprim Ciprofloxacin | Erythromycin
clavulanic acid | sulfamethoxazole

Salmonella group B 38 80 80 97
Salmonella group C1 52 95 73 98
Salmonella group C2 75 94 100 89
Salmonella enteritidis 75 97 99 99
Salmonella typhimurium 11 69 92 99

Total Salmonella 33 80 92 99
Aeromonas spp 1 12 75 98
Yersinia enterocolitica 0 90 12 98
Shigella spp 50 88 19 70
Campylobacter spp 11 95
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with recent consumption of fish or shellfish. Its
presence in cases of subacute diarrhoea (from two
weeks to two months) or chronic diarrhoea (more
than two months) may be underestimated. While
the available data are not conclusive, Aeromonas
may play an important role in traveller’s diarrhoea.
It may occasionally manifest as watery secretory
diarrhoea, and in very severe cases it has been as-
sociated with haemolytic uraemic syndrome.’

Recently, testing for C. difficile toxins has gained
relevance. It used to be performed only in hospital-
ised patients, but it must be considered in specific
Primary Care cases, always adhering to the guide-
lines established with the laboratory. It is not rec-
ommended for ages less than 2 years due to the
difficulty in interpreting the results, as carriage is
very common in this age group.® While the total
number of C. difficile toxin A/B detections was not
high, 8.6% of paediatric tests and 4.9% of adult
tests were positive. The implementation of proto-
cols will help establish the actual incidence of this
disease in Primary Care.®

The primary treatment of bacterial infectious en-
teritis is oral rehydration with early introduction of
usual foods, with the diarrhoea resolving within a
few days. Breastfeeding should not be discontin-
ued.®? Admission to the hospital is only warranted
when the patient has poor oral tolerance or is de-
hydrated. Pharmacological treatment, and espe-
cially antibiotic therapy, is not recommended for
the systematic treatment of all cases. The type of
diarrhoea, clinical status, and involved pathogen
must be taken into account. In gastroenteritis cas-
es caused by Shigella and of dysentery caused by
Campylobacter and Salmonella, early treatment
reduces the symptoms, the risk of bacteraemia
and the risk of transmission by shortening the du-
ration of bacterial shedding in the stool.® In cases
of watery diarrhoea caused by Salmonella, signs of
initial improvement with treatment may be de-
ceptive, as cultures become negative in early stag-
es but the rate of positive results increases at a
later point. Treatment can lead to a higher relapse
rate, cause adverse effects and increase bacterial
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resistance.®1° Treatment is indicated in newborns
and immunocompromised patients. Follow-up
stool cultures are not recommended in cases of
self-limiting disease in immunocompetent pa-
tients.*

Some of the antibiotics used most frequently in
the treatment of Salmonella infections are amoxi-
cillin-clavulanic acid, fluoroquinolones (in adults
or in older children when there is no other choice)
and trimethoprim-sulfamethoxazole.*?*” The
overall rate of ampicillin resistance of the Sa/mo-
nella isolates in this study was 77%. The higher
rates of resistance were found in the isolates of
serovar typhimurium (88%) compared to serovar
enteritidis (25%). The rate of resistance to amoxicil-
lin-clavulanic acid was 20%. The overall suscepti-
bility to ciprofloxacin for all serotypes was approx-
imately 100%. These antibiotic susceptibility
results are similar to those found in other studies

conducted in Spain.**?*’

Campylobacter resistance to fluoroquinolones has
increased sharply in various countries since the
1990s, and has been recognised as a public health
problem. This increase has coincided with the ap-
proval of fluoroquinolones for veterinarian use. In
our study, 89% of the isolates were resistant to cip-
rofloxacin and 5% to erythromycin, figures that are
similar to those reported by other authors. While
the rate of macrolide resistance in clinical isolates
of Campylobacter is not alarming, an increase in
this rate has been documented both in animals
and in humans.8

The most effective prevention strategies are health
education, strict hygiene measures to prevent per-
son-to-person transmission, and in the case of Sal-
monella, treatment of carriers. Chronic carriage is
defined as detection of Salmonella in stool or urine
samples over a period of more than one year.*°
Eradication of chronic carriage is only indicated in
healthcare workers, nursing home staff, patients
with human immunodeficiency virus (HIV) infec-
tion, food handlers and members of the household
of an immunocompromised individual.**
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