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INTRODUCCION

Las infecciones gastrointestinales representan un problema de salud publica
mundial, en especial en paises en vias de desarrollo. En donde anualmente ocurren
2.5millones de muertes en menores de cinco afios, siendo la media de mortalidad de
49 por cada 1,000 nifios a afo. Sin embargo, es importante mencionar que la
mortalidad en nifios menores de cinco afios ha disminuido progresivamente en las
Ultimas décadas pasando de 13.6 a 5.6 muertes por cada 1,000 nifios por afio, debido
principalmente a la implementacion de terapias de rehidratacion oral en dichos
paises (Kosek et al., 2003). A pesar del mgjoramiento de la tendencia en la tasa de
mortalidad, la diarrea continta produciendo €l 21% de |as muertes de nifios menores

de cinco afos (Kosek et al., 2003).

En México, la mortalidad por diarrea de cada 100,000 nifios menores de
cinco anos disminuyd de 22.7 en 1990 a 18.5 en € afio 2002, 1o cua implica un
descenso del 85% (Tercer Informe de Gobierno, 2003). No obstante, € nimero de
fallecimientos ain es elevado, por gemplo en el afio 2002 se registraron 1,954

muertes por diarrea (Tercer Informe de Gobierno, 2003).

Sin embargo, es importante mencionar que a pesar de la disminucion en la
tasa de mortalidad por diarrea no se ha reflgjado en una disminucion en la tasa de

morbilidad. Esto se puede deber tal vez, a que no se han mejorado las condiciones



INTRODUCCION

de vida de la poblacion de bajos recursos econdémicos del mundo, ya que se sabe que
en esta poblacion el nUmero de episodios diarreicos en los infantes es mayor que en
la poblacion de mejores recursos economicos (Kosek et al., 2003). Se estima que en
los paises en vias de desarrollo anuamente ocurren de 744 a 1,000 millones de
episodios diarreicos, esto significa que existen de 1,400 a 1,900 episodios cada

minuto (Bern ef al., 1992).

En México, para e afo 2002 se registraron 6,323,520 episodios diarreicos
(Direccion General de Epidemiologia, 2002). Sin embargo, consideramos que este
valor estd subestimado, ya que se ha reportado que en nuestro pais ocurren
anualmente entre 30 y 40 millones de episodios diarreicos en esta poblacion (Vega,

2002).

Diarrea. Se define como la eliminacion de heces con una frecuencia mayor a
tres veces en un dia y con una disminucion en la consistencia de las heces. La
diarrea puede causar deshidratacion, 1o que significa que el cuerpo pierde suficiente
cantidad de liquidos (agua y electrolitos), que son necesarios para € adecuado
funcionamiento de las células. Si se pierde mas del 10% del fluido corporal puede
ocurrir la muerte. Mas del 90% de los casos de diarrea aguda son causados por
agentes infecciosos, €l 10% restante se atribuye a medicamentos, ingestion de

sustancias toxicas, isquemiay otros procesos.
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La diarrea infecciosa se adquiere predominantemente por via fecal-oral al
consumir alimentos y/o agua contaminada con algun agente etiol 6gico.
Clasificacion de las diarreas. Con base en su patologia y en la alteracion

fisiologica que causan las diarreas se clasifican en cuatro tipos:

Diarrea aguda acuosa. Se caracteriza por presentar gran cantidad de liquido
en las heces y puede durar algunas horas o incluso dias, cuya principal consecuencia
es la deshidratacion y la pérdida de peso, que se presenta si no se contintia con la

alimentacion y rehidratacion del paciente.

Diarrea aguda con sangre (disenteria). Se caracteriza por presentar sangre
en las heces que puede estar acompafiada de dafio a la mucosa intestinal, lo que
produce una rapida pérdida de peso, anorexia, sépsis y desnutricion, ademés de otras

complicaciones como la deshidratacion.

Diarrea persistente. Se caracteriza por comenzar como una diarrea aguda,
pero tiene una duracion mayor de 14 dias, cuya principal consecuencia es la

desnutricion, aunque también puede haber deshidratacion.

Diarrea con severa malnutricion. Se caracteriza por presentar trastornos
como infeccion septicémica grave, deshidratacion, problemas cardiacos y

deficiencia de vitaminas y minerales.
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Agentes etiolégicos productores de diarrea. En recién nacidos se considera
gue ladiarrea de etiologia viral es debida principal mente a Rotavirus, existiendo una
asociacion con enterobacterias, especificamente con |os grupos de Escherichia coli que
producen diarrea, los cuales se consideran como una de las principales causas de
diarreainfecciosa bacteriana en nifios menores de dos afios (Velasquez, 2001; Cerna
et al., 2003). En México diferentes estudios epidemioldgicos, en los que serealizé la
blusqueda de agentes etiologicos productores de diarrea, han mostrado la
participacion principalmente de Rotavirus, Adenovirus, Astrovirus, Salmonella,
Shigella, Campylobacter, Vibrio cholerae, Cryptosporidium sp., Aeromonas
sp.,Giardia sp., Aeromonas sp., Giardia sp. Y en un ato porcentagje, |0s grupos
diarreogénicos de Escherichia coli (GDE) (Cravioto et al., 1987; Sepulveda-Amor.,

1990; Flores-Abuxapqui et al., 1993; Veldsquez, 2001).

Escherichia coli (E. colj).

De acuerdo con & manual de Bergey's. E cofi pertenece al género
Escherichia y a la familia Enterobacteriaceae. ES un bacilo gram negativo,
anaerobio facultativo, no esporulado, provisto de flagelos peritricos con fimbrias,
pueden presentar capsula por o que algunas colonias son mucoides. . coli se ha
clasificado con base a sus caracteristicas serolégicas (de acuerdo a los antigenos

somaticos O, capsulares K y Flagelares H) (Levine, 1987, Sussman, 1985).
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E. coli fue inicialmente descrita por Theodore Escherich en 1885 bajo el
nombre de Bacterium coli commune, para indicar la presencia de este
microorganismo en el intestino de individuos sanos (Sussman, 1985). Sin embargo,
no fue hasta 1895 cuando el nombre cambio a Escherichia coli. Esta bacteria tambiéen
fue sefidlada por Escherich como responsable de infecciones extraintestinales,
después de haber observado que la bacteria también se aidaba frecuentemente en
infecciones urinarias principalmente en nifias (Wasterson et al., 1991). A pesar de
gue la primera descripcion de esta bacteria ocurrio en € siglo XIX, no fue hasta
findes de la década de los cuarenta del siglo pasado que se pudo establecer

plenamente la participacion de E. coli como agente productor de diarrea.

Est& bacteria coloniza € intestino del ser humano pocas horas después del
nacimiento y se le considera como e miembro principal de la flora intestinal
normal, esta asociacion conlleva a un beneficio mutuo entre el hospedero y el
microorganismo, el papel de la bacteria en el organismo es mantener la homeostasis.

(Nataro y Kaper, 1998).

Mecanismos de Patogenicidad.

L os mecanismos de patogenicidad de . cofi incluyen:

1) La adherencia. Que permite que |la bacteria se adhiera y colonice el epitelio

de ciertas areas del intestino.
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2) La produccion de toxinas. Las cuales son liberadas una vez que la bacteria
ha colonizado €l intestino y dependiendo de éstas, su efecto puede ser la
estimulacion y secrecion de agua y electrolitos (enterotoxinas), o la

destruccion celular (citotoxinas).

3) La Invasion. En este proceso la bacteria se introduce dentro del citoplasma,
después invade las células vecinas, 10 que le permite a la bacteria evadir 1os

mecanismos de proteccion del huésped (Nataro y Kaper, 1998).

Basandose en los mecanismos de patogenia que presentan las cepas de E. coli
gue causan diarrea, junto con su epidemiologia y sindromes clinicos que producen,
se han clasificado principalmente en cuatro grupos: . coli enterotoxigenica (ETEC),
E. coli enteropatdgena (EPEC), E. coli productora de toxinas parecidas a la toxina
Shiga (STEC) con un subgrupo de las enterohemorrégicas (EHEC) y E. cofi

enteroinvasiva (EIEC). (Nataro y kaper 1998).

Existen otros dos GDE, sin embargo no se incluyeron en este estudio ya que aun
no se conocen completamente |os mecanismos de patogenicidad por los cuales
producen la diarrea, y estos grupos son: E. coli enterodifusa (EDEC) y E. cofi

enteroagregativa (EAEC) (Nataro et al., 1998).
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E. coli enterotoxigenica (ETEC). Se define como las cepas de E. coli que
producen la toxina LT (termolabil), ST (termoestable) o ambas (Levine 1987),
Taylor et al., (1961). Utilizando €l sistema del asa ligada de congo, reconocieron
gue estas cepas ETEC podian producir la secreciéon de fluidos en € intestino,
posteriormente se demostrd que las cepas de ETEC eran capaces de causar diarrea
en voluntarios adultos (DuPont et al, 1971). Las cepas ETEC colonizan la
superficie del intestino delgado y después producen sus toxinas, las cuales
incrementan la tasa de secrecion del intestino. Las enterotoxinas producidas por
ETEC son la termolébil (LT) codificada por e gen /¢ y/o la termoestable (ST)

codificada por el gen st.

Latoxinatermolabil (LT) es una proteina dimérica de 86 kDa de peso molecular,
compuesta por dos subunidades conocidas como A y B; la subunidad B es un
pentdmero gue tiene la propiedad de unirse al gangliosido GM1, presente en la
superficie apical de las células de epitelio intestinal (Sprangler 1992), mientras que
la subunidad A posee la actividad enzimatica. El blanco celular delatoxinaLT esla
adenilato ciclasa. La subunidad A1l tiene actividad de ADP-ribosiltranferasa y actla
transfiriendo una unidad de ADP-ribosil del NAD ala subunidad alfa de la proteina

Gs unida a GTP, la cual a su vez estimula € adenilato ciclasa de manera
permanente, aumentando los niveles intracelulares de AMP ciclico (AMPc). El
AMPc dependiente de cinasa se activa, permitiendo la fosforilacion de los canales

de cloro localizados en la membrana apical de la célula epitelial. El resultado final
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es la estimulacion de la secrecion de iones cloro de las células de | as criptas hacia €l
lumen intestinal y la inhibicion de la absorciéon de NaCl por las células apicales de
las vellosidades intestinales. El incremento de estos iones en el lumen conlleva ala
salida pasiva de agua de las células a través de la via para celular, produciendo una

diarrea osmotica.

La toxina termoestable (ST) es una toxina pequefia, monomeérica, que contiene
multiples residuos de cisteina, algunos de los cuales se encuentran formando enlaces
disulfuro haciendo a la toxina estable a temperaturas altas (Kupersztoch et al.,
1990). El principal receptor de latoxina ST es la guanilato ciclasa C. La toxina ST
se une al guanilato ciclasa C (Sears et al., 1996) originando un incremento de los
niveles de guanosin monofosfato ciclico (CMPC). Tanto las cinasas dependientes de
CMPC como del AMPc, activan los canales de cloro, permitiendo la estimulacion
de secrecion de los iones cloro y la inhibicion de la absorcion de NaCl. El
incremento de estos iones en el lumen conlleva a |la salida pasiva de agua de las
células a través de la via paracelular, produciendo la diarrea osmatica caracteristica

de ETEC.

ETEC es uno de los agentes etiol6gicos méas frecuentemente asociado con la
diarrea infantil durante €l periodo de destete (Nataro y Kaper, 1998) y con la

denominada diarrea del vigiero (Hyams et al, 1991). Se estima que ETEC
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anualmente causa 500 millones de episodios de diarrea 'y mas 750,000 muertes en

nifios menores de cinco afios en paises en vias de desarrollo (Savarino et al., 1999).

Estudios en voluntarios adultos a los cuades se les neutralizd el &cido del
estémago mostraron que la dosis infectiva fue de 10°® unidades formadoras de
colonia (ufc) (DuPont et al., 1971). La patologia por ETEC se presenta de manera
repentina, la cual tiene periodos de incubacién cortos de entre 14 a 50 horas, la
diarrea es de tipo acuosa, sin sangre y en pocos de los casos se presenta fiebre y

vomito (Black et al., 1982).

E. coli enteropatogena (EPEC). EPEC se define como aquellas cepas de E. coli
gue producen diarrea, no producen las toxinas parecidas a toxina Shiga (Stx1, Stx2),
no son invasivas y producen lesiones histopatologicas de adherencia y

esfacelamiento (A/E) (Trabulsi et al., 2002).

En 1979, Cravioto et al., observaron que algunas cepas de E. cofi tenia la
capacidad de adherirse a células HEp-2 en cultivo. Posteriormente, Scaletsky et al.,
en 1984 y Nataro et al., en 1985 reportaron tres diferentes patrones de adherencia

sobre células HEp-2 definidos como: 1) localizada, 2) difusay 3) agregativa.

Las cepas de EPEC se adhieren a las células HEp-2 en cultivo con un patrén de

adherencialocalizada (Cravioto et al., 1979).
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Las interacciones de EPEC con las células epiteliadles pueden dividirse en tres
etapas 1) en la agrupacion de las bacterias formando microcolonias sobre la
superficie de las células, siguiendo e patréon de adherencia localizada, 2) en la
traduccion de sefiales, y eventos que conllevan ala movilizacion del citoesqueleto, y

3) en launion intima de la bacteria con la célula (Donnenberg et al., 1992).

La lesién A/E se caracteriza por la adherencia intima de la bacteria a los
entericitos en su porcion apical y al esfacelamiento de las microvellosidades del

epitelio intestinal.

La intimina es una proteina de membrana externa de 94 kDa codificada por €l
gen eaed, la cual es responsable de la adherencia intima entre la bacteria y €l

enterocito (Adu-Bobie et al., 1998).

Baldini et al., mostraron que la habilidad de la cepa HB 101 (EPEC) para
adherirse de manera localizada a las células HEp-2 en cultivo, era dependiente de un
plasmido de 60 MDa, a cua denominaron factor de adherencia a EPEC (EAF).
Diferentes estudios han mostrado que el plasmido EAF no es esencial para la

formacion delalesion A/E.

En 1991 Girdn et al., describieron en EPEC un PFili a que llamaron Bundle-

forming pilus (Pili que forma un bucle), que esta codificado en el plasmido EAF.
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Tanto la expresion del BFP como la presencia del gen que codifica para la

subunidad estructural del bucle (bfpA4) se han asociado con la adherencia localizada.

Con base en la presencia o0 a la ausencia del plasmido EAF y en el patron de
adherencia sobre células HEp-2, las cepas EPEC se clasifican en: EPEC tipicas y
EPEC atipicas. Las cepas de EPEC tipicas son de origen humano y poseen €l
plasmido EAE y ademés presentan el patron de adherencia localizada, mientras que
las cepas EPEC atipicas no contienen el plasmido EAF ni presentan el patron de

adherencialocalizada.

Las infecciones por EPEC tipica se presentan principalmente en nifios menores
de dos afios, especialmente en e grupo de nifios menores de seis meses. EPEC sblo
causa diarrea en voluntarios adultos después de haber neutralizado el pH estomacal
con bicarbonato y de haber administrado una dosis infectiva de 10° a 10" ufc. La
dosis infectiva en nifios no se he determinado, pero se cree que es mucho menor.
Las razones de la relativa resistencia en adultos se desconoce, pero la pérdida de

receptores especificos con la edad puede ser una posibilidad (Nataro y Kaper, 1998).

EPEC produce diarrea acuosa, la cual ocasional mente puede ir acompafiada de
vomito, dolor abdomina y fiebre (Nataro y kaper 1998). Se estima que EPEC
produce anualmente mas de un millon de muertes de nifios en e mundo (Finlay et

al., 1996).
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E. coli productora de toxinas parecidas a la toxina Shiga (STEC). En 1983,
Riley et al., reportaron dos brotes de colitis hemorragica (CH), en los estados de
Oregon y Michigan en los Estados unidos, los cuaes estuvieron asociados con el

consumo de hamburguesas en un restaurante de comida rapida.

Los cultivos de las heces de estos pacientes mostraron la presencia de E. coli
0157:H7, un serotipo poco comun en ese tiempo. Ese mismo afio Karmali et al.,
1983 en Ottawa, Canada, reportaron casos esporadicos de sindrome urémico
hemolitico (SHU) y purpura trombocitopénica, ambos relacionados con €
aislamiento en estos pacientes de cepas E. coli con efecto citotoxico sobre células

Vero (células de rifidn de mono verde).

El termino de E. cofi enterohemorrégica (EHEC) se propuso para designar a las
cepas de E. cofi que producen toxinas parecidas a la toxina Shiga de Shigella
dysenteriae tipo 1, ademas de contener un plasmido de 60 MDa que codifica para
una enterohemolisina y que produce la lesion A/E en células epiteliades (Levine,

1987).

En la actualidad las cepas de . coli productoras de toxinas Stx son [lamadas .

coli productora de toxinas Shiga (STEC), por lo que las cepas EHEC son un

subgrupo delas STEC.
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La familia de las citotoxinas Stx gque produce STEC, esta constituida por dos
grupos principales: Stx! y Stx2, los cuales no cruzan inmunol 6gicamente. Ambas
toxinas se encuentran codificadas en genes cromosomales (Scotland e al., 1983;
O'Brien et al., 1984). Una cepa STEC puede expresar la toxina Stx1, la Stx2 o
ambas. La citotoxina Stx2 es la més frecuentemente identificada en cepas aisladas
de brotes.

Las citotoxinas tienen una estructura moléculas AB (70 kDa), la cual es
conservada en todos los miembros de familia Stx. La subunidad A, es la fraccion
con actividad enzimatica y se encuentra unida no covalentemente a la subunidad B
que es pentamera (Stein et al., 1992). Esta Ultima subunidad es la que se une a su
receptor especifico Gb3 o Gb4. La subunidad A es una N-glicosidasa que escinde un
residuo de adenina (A-3732) localizada a 376 nucledtidos del extremo 3" de la
subunidad 28S del RNA ribosoma (rRNA). Esta escesion conlleva a la inhibicion
de la sintesis de proteinas en las células y su subsecuente muerte. Este mismo efecto
se ha observado con células epiteliales del endotelio renal, lineas celulares Vero,

Hel ay sobre cualquier célula que posea los receptores Gb® o Gb*.

Se han descrito otros dos factores que contribuyen a la patogenicidad de este

grupo: 1) el gene hlyA, presente en e plasmido de 60 MDa, €l cual codifica parauna

hemolising, y 2) |os genes presentes en laisla de patogenia LEE.

13
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El cuadro clinico producido por EHEC se caracteriza por presentar diarrea
sanguinolenta, los casos moderados consisten en diarrea, vomito y dolor abdominal.
La infeccion por EHEC O157:H7 esta asociada a casos de diarrea hemorrégicay al
sindrome urémico hemoalitico (SUH), el cua se define por la presencia de anemia
hemolitica microangiopatica, trombocitopenia e insuficiencia renal aguda. EI SUH
es la principal causa de insuficiencia renal aguda en nifios en los Estados Unidos

(Nataro y Kaper, 1998).

E. coli enteroinvasiva (EIEC). Du Pont et al., (1971), fueron los primeros en

demostrar que las cepas EIEC eran capaces de causar diarrea en voluntarios adultos.

Las cepas de EIEC tienen caracteristicas bioquimicas, genéticas y patogénicas

relacionadas con las del género Shigella (Formal et al., 1978).

Se ha demostrado gue las cepas EIEC invaden las células del epitelio intestinal.
El modelo de patogénesis propuesto comprende los siguientes pasos: 1) penetracion
alacélula epitelial, 2) lisis de la vacuola endocitica, 3) multiplicacion intracelular,
4) movimiento a través del citoplasma y 5) desplazamiento hacia las células
epiteliales adyacentes (Goldberg et al., 1993). Lo cua es mediado tanto por genes

plasmidicos como cromosomal es.
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En 1986, Sansonetti er al, redizaron estudios de cinética de crecimiento
intracelular de EIEC y demostraron que estas cepas contienen un plasmido de 140
MDa., en el cual se encuentralos genes, que le permiten alas cepas de EIEC invadir

alos entericitos.

Las infecciones por EIEC, se presentan en la mucosa del colon y se caracterizan
por producir diarrea acuosa que precede a disenteria, moco, fiebre, vomito asi como
grave dolor abdominal. Sin embargo, en muchos pacientes con infeccion por EIEC

solamente se presenta la diarrea acuosa (Nataro et al., 1995).

Cuando la infeccion por EIEC es grave, se presenta una fuerte reaccion

inflamatoria, la cual se manifiesta por la produccion de Ulceras (Sansonetti, 1992).

Las cepas EIEC han estado involucradas en brotes, principa mente causados por
alimentos o agua (Tulloch et al, 1973), provocando diarrea de tipo disentérico,
aungue la transmision persona a persona también puede ocurrir (Harris et al., 1985).
Ladosisinfectiva es de 10° ufc. Laincidencia de EIEC en paises industrializados es

baja sin embargo, pueden presentarse brotes (Gordillo et al., 1992).

Diagnéstico de los Grupos diarreogénicos de Escherichia coli (GDE). E. coli
puede ser recuperada fécilmente de especimenes clinicos, siendo los medios mas

frecuentemente utilizados para € aislamiento de dicha bacteria el agar MacConkey,
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de donde se seleccionan colonias lactosa positivas, que se caracterizan por presentar
un color rosa. Las colonias pueden ser redondas, convexas, con bordes definidos

(Giono et al., 1994).

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae, como todas las bacterias, son
usualmente identificadas por medio de pruebas bioquimicas, dentro de éstas, €l indol

es la mejor prueba para identificar las cepas de €. cofy, ya que e 99% son indol

positivo. (Nataro y Kaper, 1998).

La identificacion de los GDE es muy complicada debido a dos razones. 1) la
utilizacion de pruebas biogquimicas tradicionales solo nos permite identificar hasta
especie, es decir setrata de E. colz, pero no nos dice nada acerca de su patogenicidad,
2) siendo E. cofi € principal miembro de la microbiota del intestino del humano, se
requiere analizar a menos tres colonias por paciente para diferenciar cepas
patdgenas de entre las comensales, y para saber se el individuo esta colonizado con

cepas patdgenas (Murray et al ., 1987).

Serotipificacion.

En 1944, Kauffman, propuso un esquema para la clasificacion seroldgica de las
cepas E. coli (Nataro y Kaper, 1998). Actualmente esta metodologia sblo se realiza
en pocos laboratorios en e mundo, ya que es dificil contar con los 176 antisueros

contra el antigeno somatico (O) y los 56 antisueros contra € antigeno flagelar (H).
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Asa ligada de conejo.

Es un méodo que identifica los factores de patogenicidad “in vitro”.
Originamente fue desarrollado para identificar la toxina de célera que producian
algunas cepas de Vibrio cholera, este método, se adapto para la identificacion de la
toxinaLT de ETEC. Latoxina LT produce secrecion de fluidos en €l intestino del

congjo.

Métodos de biologia molecular.

Son una de las mas sensibles herramientas de diagndstico, siendo precisamente
el diagnostico de los GDE uno de los primeros g emplos en donde se utilizaron estas
técnicas. Entre los métodos de biologia molecular utilizados para identificar los
GDE se encuentran los ensayos de Hibridacion (colony blot) y lareaccion en cadena

de lapolimerasa (PCR).

Colony blot. En este procedimiento las dobles cadenas de DNA bacteriano son
desnaturalizadas a pH alcalino, asi las cadenas de DNA sencillas que estan marcadas
radiactivamente con P*? o biotina (sonda marcada) y que es especifica contra los
genes de patognenia pueden hibridar con los genes del organismo homadlogo a la

sonda.
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), fue desarrollada por Kary B.
Mullis en 1983, se define como la reaccion ciclica enzimética en la cual se sintetiza
DNA in vitro, en estalas cadenas individuales de DNA Blanco son duplicadas por la
DNA polimerasa, en cada uno de los ciclos (generamente entre 20 y 30) que
integran la reaccion. Estas nuevas cadenas vuelven a ser duplicadas por la misma
enzima, lograndose una produccion exponencial de millones de copias del DNA
utilizado como plantilla. Los componentes requeridos para una PCR son: iniciadores
(oligonucledtidos) especificos que flanquean el gen, mezcla de desoxinucliétidos

(dNTPS), solucion amortiguadora de la reaccion, MgCl,, aguay DNA polimerasa.

Cada uno de ciclos de la reaccion consta de tres pasos determinados por

temperaturas y tiempos especificos, los cual es son:

Desnaturalizacion. Proceso en e cual se separan las dos cadenas
complementarias del DNA blanco.

Alineacion. Es la union especifica entre los iniciadores y las cadenas
simples del DNA blanco.

Extension. En este paso la DNA polimerasa sintetiza la cadena

complementariaa DNA blanco a partir de los iniciadores (Barrera et al., 1993).
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La PCR se ha utilizado exitosamente en la amplificacion de los genes de
patdgena de los GDE. Entre los trabajos realizados se encuentra una PCR multiplex,
la cual amplificalos genes que codifican paralastoxinasLT y ST de ETEC (du Toit
et al., 1989). Latécnica de PCR también se ha utilizado para detectar 10s genes stx/
de EHEC (karch et al., 1989), eaed (Gannon et al., 1993), hly4 (Schmidt et al.,
1995) y el plasmido p0157 (Levineet al., 1987), el gen bfpA de EPEC (Tornieporth
et al., 1995) y e fragmento ia/ de EIEC (Frankel et al, 1990). Ademés, se han
disefiado un par de iniciadores sensibles y especificos para la amplificacion del

plasmido EAF de EPEC (Jerseet al., 1990).

En € laboratorio de la Dra. Teresa Estrada-Garcia (CINVESTAV) se ha
desarrollado una PCR multiplex que nos permite identificar 7 genes de patogenia
gue caracterizan 4 GDE en una sola reaccion: It y st (ETEC), stxl, stx2 y eaeA

(STEC), bfpA y eaed (EPEC), y ial (EIEC) (L opez-Saucedo et al., 2003).

Etiologia de las diarreas en México.

Existen estudios en |os que se harealizado la busqueda de agentes etiol 0gicos
productores de diarrea en nifios menores de cinco afos. Entre los cuales se
encuentran el de Sepulveda-Amor, en 1990, el cual reportd los agentes etiol0gicos
causantes de diarrea en 125 nifios que llegaron a servicio de urgencias médicas, en
un hospital a sur de la ciudad (Cd.) de México, durante el afio de 1985. En este

trabgjo se realizo la busqueda de Rotavirus, ETEC, EPEC, Shigella, Salmonella,
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Campylobacter jejuni, Giardia lamblia, Entamoeba histolytica y Entomoeba coli.
Como resultado se identifico a EPEC en el 28% de los casos, Campylobacter en €
15% ETEC en & 13%, Shigella en e 9% Giardia lamblia en € 8%, Rotavirus en el

6%, Entamoeba histolytica en € 1.6%, y Salmonella en el 0.8% de |os casos.

Cravioto et al., en 1987 publicaron los agentes etiol6gicos productores de
diarrea en 56 nifios de una comunidad rural de Cuernavaca, desde su nacimiento
hasta los dos afios de vida. Para este estudio se incluyeron los nifios que nacieron
entre marzo de 1982 a marzo de 1983. Los agentes buscados fueron: Rotavirus,
ETEC, EPEC, Shigella, Salmonella, Campylobacter jejuni, Giardia lambia, Yy
Entamoeba histolytica. Se reportd que los nifios tuvieron 3.3 episodios diarreicos
por afio. En el 27% de los casos no fue posible identificar agente etiol 6gico, pero si
en el 73% (270/372) restante. De los 372 episodios, en € 34% (125/372) se aidlo
ETEC, Rotavirus en & 10%, EPEC en & 8%, Salmonella y Campylobacter jejuni en
el 6%, Giardia lambia 'y Entamoeba histolytica en € 5%, y Shigella en €l 4%. En €

13% (48/372) de los episodios existieron infecciones mixtas.

Benitez er al, (1991), redizaron la blusqueda de agentes etiolégicos que
causan diarrea con sangre en 75 nifios, desde su nacimiento hasta los dos afios de
vida, en una comunidad de Cuernavaca, Morelos. De un total de 636 episodios de
diarrea, en le 11% (71/636) de los episodios hubo presencia de sangre en heces,

aislandose por o menos un patdégeno en el 83% (59/71) de los episodios. En & 35%
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se identifico a EAEC, en € 14% a Shigella, en 11% a STEC, en 7% a
Campylobacter jejuni, 7% a ETEC, en e 4% a EPEC, EIEC, Salmonella, Giardia
lambi, 'y Hymenolepis nana. Se identificaron infecciones mixtas en e 17% de los
episodios. Estas infecciones mixtas fueron principalmente entre Campylobacter

Jjejuni con EAEC y entre ETEC con EAEC (Benitez et al., 1991).

Estudios epidemiol dgicos, realizados en México por Cravioto et al., en 1998
y 1990, mostraron que las cepas de EIEC se aislan con poca frecuencia de pacientes

con diarrea y estan asociadas con nifios mayores de 6 meses.

Morayta et al., en 1993, reportaron los agentes causales de diarrea en 121
nifios, cuyas edades variaron entre los 19 dias y 14 afios. Todos €ellos tenian diarrea
aguda y acudieron para su atencion al servicio de urgencias durante los meses de
diciembre de 1998 a julio de 1990. No fue posible identificar agente patdgeno en €l
33% (57/121) de los casos. Se identificaron agentes etiologicos en d 53% (64/121)
de los nifios. EI mayor nimero de ellos se encontré en menores de doce meses. Los
agentes identificados fueron: Rotavirus en (17.9%), EPEC (12.8%), Salmonella en
(7.6%), Campylobacter jejuni (7%), Shigella en (5.1%), Clostridium difficile y

Cryptosporidium en €l 0.6%, 6.8 % de |os nifios se presentaron infecciones mixtas.

En otro estudio realizado en nifios menores de cinco afios hospitalizados por

diarrea aguda en tres hospitales de la ciudad de México (Cerna. 2003), se identifico
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a los GDE en € 9% (63/699) de los casos, siendo el grupo més frecuentemente
aislado EPEC 3% /(22/699) de | os casos, en donde el 2% (16/699) le correspondio al
grupo de las EPECay € 1% (6/699) fue para las EPECt. ETEC se identifico en €
2.7% (19/699) de los casos, STEC en e 2.3% (16/699) y finamente EIEC se
identificd en € 0.9% (6/699). En este mismo estudio se identificaron infecciones
mixtas en e 6.4% (45/699), siendo Rotavirus € agente etiologico mas

frecuentemente aislado en estas asociaciones.

Con estos estudios se corrobora la importancia de los GDE como agentes

productores de diarrea, sin embargo no existen reportes recientes que nos indiquen

laimportancia de los GDE en nifios menores de dos afios de comunidades abiertas
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RESUMEN

Las infecciones gastrointestinal es representan un problema de salud publica mundial
principalmente en paises en vias de desarrollo. Los grupos diarreogénicos de E. coli
(GDE), E. coli enterotoxigénica (ETEC); E. coli enteropatdogena (EPEC), este grupo
dividido en tipica (EPECt) y atipca (EPECa); E. coli productora de toxinas parecidas a la
de Shiga (STEC) y E. coli enteroinvasiva (EIEC), son considerados como una de las
principales causas de diarrea infecciosa bacteriana en nifios menores de dos afios. En
Meéxico, en diferente estudios se ha demostrando la importancia de los GDE como agentes
productores de diarrea, sin embrago, no existen reportes recientes que nos indiquen la
importancia de los GDE en nifios menores de dos afios en comunidades abiertas. Por tal
motivo en el presente estudio se determind la prevalencia y la estacionalidad de los cuatro
principales GDE (ETEC, EPEC, STEC y EIEC) en nifios menores de dos afios de una
comunidad conurbada de la ciudad de México en € periodo de un afio. Se evalud la
presencia de GDE en 181 nifios menores de dos afos de la comunidad de La Magdaena
Atlicpac de los cuales se obtuvieron un total de 1556 aislados (casos) de E. coli,
identificandose GDE en el 15% (231/1556).

El GDE que mostré mayor prevalencia fue EPECa, € cual se identificd en e 41%
(93/231), seguido de ETEC con e 39% (91/231), EPECt con & 12% (28/231), mientras que
EIEC y STEC con € 4% (9/231) y 3% (7/231) respectivamente. También se identificé en €
1% (3/231) de los casos 2 GDE diferentes, en dos de ellos se identifico ETEC/EPEC y en
un caso se identificO ETEC/STEC. Los GDE presentaron una estacionalidad definida,
aislandose principamente durante la temporada P-V y se identificaron mas frecuentemente

en infecciones simples.

De los 231 casos donde se identificaron los GDE, en & 81% (189/231) se
encontraron como Unico agente etioldgico, destacando que de estos casos € 25% (47/189)

estuvieron asociados con diarrea. Asi mismo, las infecciones mixtas se presentaron en €
18% (42/231), en donde el 85%, estuvieron asociados con diarrea.
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JUSTIFICACION

Las enfermedades diarreicas no solo pueden producir la muerte, sSino que se
ha observado que e nifio que presenta cinco 0 mas episodios de diarrea aguda al
ano, en comparacion con un nifio que no lo padece, no sdlo puede presentar
disminucion en su talla y peso, si no que también presenta una disminucion en su
desarrollo cognoscitivo. Lo anterior demuestra claramente la importancia de
establecer la prevalenciay la identificacion de los agentes causales de diarrea como
son los GDE (ETEC, EPEC, STEC y EIEC), para poder implementar medidas
necesarias para evitar las diarreas. En México no existen estudios recientes de la

prevalencia de los GDE en nifios menores de dos afios en comunidades conurbadas.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia de 4 grupos diarreogénicos de E. coli (ETEC,

EPEC, STEC, EIEC) en nifios menores de dos afos, de una comunidad conurbada

de la Ciudad de México.

OBJETIVOS PARTICULARES

Aislamiento de colonias parecidas a E. coli a partir de heces de nifios

menores de dos afos de una comunidad conurbada de la Ciudad de México, en un

periodo de un afio.

Caracterizacion bioquimicade las cepas de E. coli.

Identificacion de los genes de correspondientes a los cuatro grupos

diarreogénicos de E. coli, utilizando un PCR multiplex que identifica a los grupos:

ETEC (It, st), EPEC (bfpA, eaeA), STEC (stx1, stx2, eaeA), y EIEC (ial).

Andlisis estadisticos de |os datos.
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METODOLOGIA

Diarrea es definida como:

Un desorden intestinal caracterizado por un incremento anorma en la
frecuencia y liquido en las evacuaciones fecales, estas evacuaciones pueden estar

acompariadas de otros trastornos como cdlicos, fiebre y vomito (Giono et al., 1994).

Con base en su patologia y en la ateracion fisiolégica que causan las
diarreas, en este estudio se han clasificado en Aguda: cuando la diarrea que
presentaban los nifios duraba mas de 14 dias, asi mismo se clasificO como
disenteria cuando las heces llegaban a presentar sangre y por ultimo se clasificd
diarrea Acuosa cuando las heces presentaban gran cantidad de liquido sin presentar

sangre con o sin moco.

Diseiio del estudio: Prolectivo, transversal y analitico.

Criterios de inclusion:

Nifios recién nacidos a dos anos de edad.

Aceptacion de los padres para participar en el estudio.

Residencia en la comunidad La Magdalena Atlipac (zona conurbada de la Cd.

de Méxicofig. 1).
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Fig. 1 Ubicacion del éreade estudio

Criterios de exclusion.

Enfermedades inmunosupresoras.

Malformacién del tubo digestivo.

Nifios alos cuales se les administré medicamento antiparasitario y/o

antidiarreico.
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Aislamiento e identificacion de las cepas de E. coli

Se colectd una muestra de heces del paciente, la cua se sembré en Agar
MacConkey, se incub6 a 37°C por 24 horas y se seleccionaron 3 colonias con
morfologia compatible a E cofi y posteriormente se les realizaron pruebas

bioquimicas.

Asi mismo, se realizd la busqueda de Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio
cholerae, Campylobacter spp., Enterobacter spp., Klebsiella, Citrobacter, Proteus.
Tambien se realizd microscopia para identificar Entamoeba histolytica, Giardia

lamblia y Ascaris lumbricoides

PCR multiplex

Una vez identificadas las cepas de E. cofi, estas fueron caracterizadas
utilizando una PCR multiplex desarrollada en nuestro laboratorio de Epidemiologia
Molecular del CINVESTAV (Loépez-Saucedo et al, 2003), la cual nos permite
identificar 7 genes de patogenia de cuatro grupos GDE. (ETEC, EPEC, STEC y
EIEC) (fig. 2). Los lisados de bacterias fueron preparados por resuspension de una
coloniaen 1 ml de agua desionizada estéril (Milli Q o Milli pore), se hirvio durante
1 min. y se coloco a -20°C hasta su uso. Cada tubo de PCR contenia 23 pL de la
mezcla de reaccién compuesta de tri-HCL (10 mM, pH 8.3), KCI (50 mM), MgCl,
(2 mM), gelatina (10 pg/ml), glicerol (5 % v/v), dATP, dCTP, dGTP y dTTP (200

MM cada uno), polimerasa Ampli tag (GIBCO-BRL) ( 0.5 U/23 L), una mezcla de
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14 iniciadores (tabla 1), y 2 puL de lisado de la bacteria (DNA). La concentracién

final de cadainiciador se describe en latabla 1.

Los genes se amplificaron con el siguiente programa: 50°C (2 min, 1 ciclo),
95°C (5 min, 1 ciclo), 95°C, 50°C y 72°C (45 seg. cada temperatura, 40 ciclos), y un
paso de extension final de (10 min. 72°C), en un termociclador: Cicler, BiorRad,
Hércules, CA, USA). 4uL de producto fueron visualizados después por

electroforesis en un gel de agarosa al 2% utilizando bromuro de etidio.

Genes Seleccionados. Se seleccionaron |os genes de patogenia caracteristico
de cada grupo: para ETEC los que codifican paralas toxinas LT (If) y ST (st), para
EPEC los que codifican para la proteina intimina: (eaed) y para la fimbria BFP
(bfpA), para STEC los que codifican para las toxinas Stx1 (stx/), Stx2 (szx2) y €l de
la intimina (eaed) y para EIEC se selecciond un fragmento del plasmido de

invasividad denominado ial.
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Iniciadores

Tamaiio
GDE Gen Iniciadores (pMol) en la
en pb
mezcla
F:5GGC GACAGA TTA TACCGT GC3’
ETEC It 450 5.0
R:5CGG TCT CTATATTCCCTGTTS
FSATTTTTCTITTCT GTATTGTCT T3
ETEC st 190 6.47
R:5CAC CCG GTA CAAGCAGGATTY
F:5AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC3
EPEC bfpA 324 25
R:5GCC GCT TTATCCAACCTG GTAZ
EPEC f.5'"GAC CCG GCA CAA GCA TAA GC¥
eaeA 384 3.88
STEC R:5"CCA CCT GCA GCA ACA AGA GG
F:5CTG GAT TTA ATG TCG CAT AGT G3
STEC stx1 150 3.88
R:5AGA ACG CCCACT GAGATCATCJ
F:5GGCACT GTCTGA AACTGCTCC 3
STEC stx2 § i 255 25
R:5TCG CCA GTT ATCTGA CATTCT G3
F:5GGT ATGATGATGATGAGT CCA 3
EIEC ial 650 10.25

R:5'GGA GGC GAA GAATTATTT CC3

Tabla 1. Lista de iniciadores, tamafio de la banday concentracion de iniciadores en lamezclade

reaccion.
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RESULTADOS

Estudio

El presente estudio consistio en evaluar la presencia de GDE en 181 nifios
menores de dos afios de la comunidad de La Magdalena Atlicpac a lo largo de un
afno. Después del consentimiento firmado de |os padres para participar en €l estudio,
cada 15 dias se tomaron muestras de heces de cada nifio, asi como cada vez que €

nifio presentaba diarrea.

Identificacion de GDE en heces de nifios.

Una vez que se colectaron las muestras de heces fueron sembradas en los
medios selectivos, se seleccionaron tres colonias con morfologia compatible a E.
coli, las cuales se caracterizaron bioquimicamente obteniéndose un total de 1556
aisados de E cofi. Estos aislados fueron caracterizados mediante una PCR
multiplex. Encontrdndose GDE en 231/1556 de los aidlados, es decir e 15%
(Gréfica 1). Estos 231 aislados (casos) se obtuvieron de 104 nifios, por 1o que es
claro que algunos nifios presentaron GDE en sus heces mas de unavez alo largo del

ano (tabla 2).
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1 "2 3 ¢ 85 -G % 8 8 18 J1-12

0l 650 —> L 630
500
450 —»
400
zae A 384 » .
R4 —» [ : P 200
stx2 255 —» £ d 3
200

st 150 —> [

Figura 2. Productos de PCR. Carril 1. Tamafio de los 7 productos de cada uno de los genes en pares
de bases (pb), analizados en e PCR multiplex cuando se utilizd la mezcla del DNA de las cuatro cepas de
referencia ETEC, EPEC, EIEC Y STEC y la mezcla de los iniciadores. En los carriles 2-5 se muestran los
productos del PCR usando solo el DNA (cepas de referencia) ETEC (2), STEC (3), EPEC (4) yEIEC (5) y la
mezcla de iniciadores. Carriles 6-11: se muestra los productos del PCR obtenidos cuando se utilizé el DNA
aidado de pacientes y lamezcla de losiniciadores. Carril 12: marcador de peso molecular de 1 kb en pares de

bases.
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15%
(231/1556)
aislados con GDE

1325
aislados sin GDE

Gréfica 1. Casos de GDE en nifios menores de dos afos

AISLAMIENTO DE GDE EN NUMERO DE
EL ANO NINOS
1 42
2 24
3 21
4 10
5 4
6 3

Tabla 2. Frecuencia de aislamiento de los GDE por nifio durante € afio.
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Prevalencia de cada GDE.

Cabe recordar que e grupo de las EPEC se divide en EPEC tipicas (EPEC)
gue contiene tanto el gen eaed, como € bfpA, y € de las EPEC atipicas (EPECa),
gue solo presenta el gen eaed. Los GDE gue mostraron mayor prevalencia fueron el
de EPECa con €l 41% (93/231) y el de ETEC con & 39% (91/231), seguidos por €l
de las EPECt con e 12% (28/231), mientras que se detectaron EIEC y STEC en €

4% (9/231) y 3% (7/231) respectivamente (Gréfica 2).

También se llegé a identificar en € 1% (3/231) de los casos, 2 GDE
diferentes, en dos de ellos se identifico tanto ETEC (/#) como EPECa (eaed) y en un

caso seidentificoO ETEC (/) y STEC (stx1) (Gréfica 2).

Con respecto alos casos de ETEC € 93% (85/91) se les identificd € gen Iz,
en 5 casos 6% se identificaron ambos genes /¢y st y en un caso, 1% el gen st. Delos
7 casos de STEC, en 4 se identificd € gen stxl, en 2 los genes stx1 y eaed y
finalmente en un caso los genes stx! y €l stx2, Ninguna cepa STEC presento en gen
de la enterohemolisina (hlyA4), ni e lipopolisacarido O157. Para € grupo EIEC se

identifico el genial en el 4% (9/231) delos casos (tabla 3) (figural) (Grafica 2).
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ETEC/EPECa

1%
ETEC/STEC

3%
STEC (7/231)

BTEC (77231
4%
EIEC (9/231)

4%

FIEC  am3n)

FTEC

EPECt|.

12%

| (281231)

SO 41%
s

39%
2] P

39%
(91/231)

41%
ba1)

Gréfica 2. Porcentaje de casos de cada uno de los GDE en nifios menores dos afios
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GENE(S)

GDE IDENTIFICADO(S) CASOS
EPECa* eaeA 93
EPECt* eaeA, bfpA 28

ETEC It 85

ETEC st 1
ETEC It, st 5

STEC stx1 4

STEC stxl, eaeA 2

STEC stxl, stx2 1

EIEC ial 9

ETEC/EPECa It, eaeA 2
ETEC/STEC It, stx1 1

Tabla3. Listade GDE y genes identificados en los 231 casos.

* EPECa. Escherichia coli enteropatdgena atipica
* EPEC. Escherichia coli enteropatdgena tipica.
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Numero de casos y distribucion de GDE por mes a lo largo del afio

El mes de julio presento & mayor nimero de casos de GDE con un total de
42. Se identificaron casi e mismo nimero de casos durante |os meses de agosto
(34), octubre (33) y septiembre (29), e menor nimero de casos se registro durante

los meses de Abril y Noviembre con 5y 4 casos respectivamente (Grafica 3).

Con respecto alas frecuencias de GDE en |os meses de mayor distribucion se
observé que el mes de julio € grupo que tuvo mayor prevalencia fue ETEC con un
52% (22/42), le sigui6 € grupo de las EPEC atipicas con 28% (12/42), mientras que
las EPECt se encontraron en € 12% (5/42). El grupo EIEC se identificd en el 2%
(1/42) de los casos, este mismo porcentaje le correspondi6 a los casos en donde se
identificaron a dos GDE diferentes, ya que en este mes de julio, se identificd un caso
con ETEC/EPECa, asi como un caso con ETEC/STEC; es importante mencionar
gue no hubo presencia de STEC como Unico GDE durante este mes. El siguiente
mes con mayor numero de casos fue agosto en donde & grupo ETEC se identifico
en €l 59% (20/34), el 26% (9/34) fue para EPECa, € 6% (2/34) les correspondio a
los grupos EPECt como a EIEC, mientras que a STEC se logré identificar en el 3%
(1/34). En lo que respecta a la frecuencias de los GDE en los meses de octubre y
septiembre fue muy similar, ya que en ambos meses el grupo de las EPECafue € de

mayor prevalenciacon 51% (17/33) y 34% (10/29) respectivamente.
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También en ambos meses el grupo ETEC le siguio en distribuciéon con 36%
(12/33) y 38% (11/29), las EPECt con 12% (4/33) y 17% (5/29) respectivamente. En
octubre no se encontraron casos de EIEC y STEC, sin embargo en septiembre se
identifico 7% (2/29) de EIEC, en este mismo mes se encontré un caso 3%, en donde

seidentificd ETEC/EPEC (tabla 4) (Gréfica 4).

45
40
35

30

Numero
de 25
GDE

20 T
identificados

15

10

ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGTO SEP OCT NOovV DIC
1998 MESES 1998

Gréfica 3. Casos de GDE identificados alo largo del afio
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i EPECa EPECt ETEC STEC EIEC ETEC, EPECa | ETEC,STEC | TOTAL
MES

ENERO 3 2 0 2 0 0 0 7
FEBRERO 6 0 5 1 0 0 0 12
MARZO 6 3 2 1 0 0 0 12
ABRIL 4 0 1 0 0 0 0 5
MAYO 14 1 6 0 3 0 0 24
JUNIO 8 5 9 0 1 0 0 23
JULIO 12 5 22 0 1 1 1 42
AGOSTO 9 2 20 1 2 0 0 34
SEPT. 10 5 11 0 2 1 0 29
OCTUBRE 17 4 12 0 0 0 0 33
NOV. 2 1 1 0 0 0 0 4
DIC. 2 0 2 2 0 0 0 6
TOTAL 93 28 91 7 9 2 1 231

Tabla4. Cuadro general de casos de GDE en nifios menores de dos afos.

——ETEC EPECtipica == EPECatipica “™=STEC =**E|EC Infec. Mix.

25

N
o

woU>rn-—->»
&

10 +

mo®@ mo

1998 1998

Gréfica 4. Distribucion de GDE alo largo del afio.

38




RESULTADOS

Estacionalidad de los GDE

El mayor nimero de aislamientos de GDE se presento principa mente durante

la temporada de PrimaveraVerano (P-V) que incluye los meses de marzo-agosto

con un 60% (140/231), comparados con la temporada de Otofio-1nvierno (O-1) que

comprende los meses septiembre a febrero, donde se aislé € 40% (91/231) de los

casos (p=<0.0001) (tabla 5). En lo que respecta a la distribucion de cada uno de los

GDE alolargo del afio, se observé que los grupos ETEC, EPECt, EPECa, asi como

EIEC tuvieron el mayor niUmero de casos en el periodo de P-V; mientras tanto €l

grupo de STEC se presentaron principa mente en latemporada O-1 (graficab).

PRIMAVERA- OTONO-INVIERNO
VERANO
HECES DE NINOS 140 91
CON GDE
PORCENTAJE 60% 40%
Tabla 5. Casos GDE por temporada p<0.0001

39



RESULTADOS

V
%Primavera-Verano Otofio-I

40

num.
_ de 30
aislados

o III'
s

ETEC EPECt EPECa STEC EIEC

Grafica 5. Distribucion por temporada de los GDE

Identificacion de los GDE como unicos agentes etiologicos.

De los 231 casos donde se identificaron los GDE, se observo que en & 81%
(189/231) los GDE se encontraron como Unico agente etiologico (gréfica 6). Siendo
el grupo de EPECa y e grupo ETEC los mas frecuentemente identificados en el
41.2% (78/189) de los casos, cada uno de ellos. Seguidos por EPECt con € 11.6%
(22/189) de los casos, STEC se encontré en € 3% (6/189), y EIEC, en & 2.6%
(5/189). Es importante mencionar, que de estos casos en donde los GDE fueron los
unicos agentes etiol 6gicos identificados e 25% (47/189) estuvieron asociados con

diarrea (tabla 6).
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INFEC.

SIMPLES

DE

GDE

807

70

60

50

40

30

20
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EPECa

12%

(22189)

3%,

3%
(6/189) (5/189)

ETEC EPECt STEC EIEC
DE

Grafica 6. GDE como Unico agente etiol 6gi co.

INFECCIONES | CASOS CON DIARREA | CASOS SIN DIARREA
SIMPLES (%) (%)
EPECa 78 19 (24%) 59 (76%)
EPECt 22 5 (23%) 17 (77%)
ETEC 78 20 (26%) 58 (74%)
STEC 6 1 (17%) 5 (83%)
EIEC 5 2 (40%) 3 (60%)

Tabla 6. Infecciones simples asociadas con diarrea
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Infecciones mixtas

Como se menciond anteriormente las infecciones mixtas son consideradas

cuando en una sola muestra se aislan méas de un grupo patégeno, Observandose que

solo en el 18% (42/231) de los casos de GDE presento infecciones mixtas (tabla 7).

También se encontré que en 4 casos ademas de GDE se les identificaron dos

patogenos (tabla 8) y en 3 casos 1 (3/231) se aidaron 2 GDE diferentes, en dos de

ellos se identificd alos grupos ETEC-EPECay en un caso se identifico alos grupos

ETEC-STEC (Gréfica 7). De estas 39 infecciones mixtas se tiene que e 85%

(33/39) se asociaron con diarrea 'y e 15% (6/39) de estas infecciones no mostraron

asociacion con diarrea.

GDE A. G. Morg
lumbricoides | lamblia | Enterobacter | Klebsiella | Providencia | Citrobacter | Proteus Morg

EPECa 1 3 1 2 1 2 1
EPECt 2 1 1 1
ETEC 3 2 3 1 3 2

EIEC 1 1 1 1

STEC 1

Tabla7. Infecciones mixtas de GDE més un patdgeno
GDE GRUPOS PATOGENOS Num. DE CASOS

EPEC atipica

Enterobacter + E. histolytica

1
EPEC atipica Enterobacter + Citrobacter 1
EPEC atipica Enterobacter + Klebsiella 1
EPEC tipica Enterobacter + G. lamblia 1

Tabla 8. Infecciones mixtas de GDE con dos patégenos
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15%
35/231

82%
189/231

Infecciones simples

Gréfica 7. Identificacion de infecciones simples y mixtas de GDE.

Casos de GDE asociados con diarrea:

Para el presente trabgjo se establecid que cuando |os nifios presentaron algun
episodio de diarrea se asociaria con el patdgeno identificado, si este se habia aislado
ya sea 20 dias antes 0 después del episodio diarreico. De tal manera que e 35%
(80/231) de los casos con algun GDE se asociaron con diarrea (47 casos fueron
infecciones ssimples y 33 fueron infecciones mixtas) (Grafica8). Esto represent a un

total de 55 nifos.
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Gréfica 8. Porcentgje de casos de GDE con diarreay sin diarrea

Como se menciono anteriormente, de los 80 casos provenientes de los nifios
gue presentaron cuadros diarreicos, €l aislamiento de GDE se presentd de la
siguiente manera,, para las EPEC atipicas le correspondi6 el 41% (33/80), mientras
gue las EPEC tipicas les correspondio el 14% (11/80). El grupo de las ETEC con un
36% (29/80), después €l de las EIEC con un 6% (5/80) y finalmente &l grupo de las

STEC seidentifico en el 3% (2/80) de los casos de nifios con diarrea. (Gréafica 9).



RESULTADOS

351"

- B

2547
PORCENTAJE
DE

CASOS20

DE

NINOS 15—+ -

CON
DIARREA

104"
14%

(11/80)

EPECa EPECt ETEC EIEC STEC

Gréfica 9. GDE identificados en nifios con diarrea.

De estos 55 nifios € 44% (24/55) fueron del sexo masculino y el 56% (31/55)

fueron del sexo femenino (gréfica 10).
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Gréfica 10. Sexo de los nifios que presentaron diarreay se le identificd algin GDE en heces

Con lo que respecta a porcentgje de nifios con diarrea y algin GDE
identificado en heces, EIEC con 55% fue € que mostré la mayor asociacion, ya que
se observo que de 9 casos en donde se identifico EIEC, 5 presentaron diarrea.
Seguido por los grupos EPECt y EPECa ya que en cada uno se identifico en el 36%
(10/28), (33/93) respectivamente; porcentaje muy parecido a que mostré € grupo
ETEC con un 32% (29/91), por ultimo el grupo de las STEC se encontr6 en €l 29%

(2/7) (Gréficall).
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Gréfica 11. Porcentaje de pacientes con diarreay GDE comparado con el niimero de casos de GDE

También se tiene que de estos 55 nifios, el 65% (36/55) presentaron un solo

episodio de diarrea a ano, los nifios que presentaron dos episodios de diarrea

representaron el 27% (15/55), e 4% (2/55) presentaron 3 episodios, siendo €

mismo porcentaje para los nifios que presentaron cuatro episodios de diarrea a afio

(tabla).

Episodios de diarrea Numero de nifios
1 36
2 15
3 2
4 2

Tabla 9. Nifios que presentaron mas de un episodio de diarrea al afio asociado con GDE
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DISCUSION

Las enfermedades diarreicas continGan siendo un problema de salud
publica mundial. La Organizacion Mundial de la Salud estima que se producen
de 744 a 1,000 millones de episodios diarreicos y 1.5 a 5.1 millones de muertes
en nifios menores de cinco afos de edad en paises en vias de desarrollo (Bern et
al., 1992). La mortalidad que se presenta a causa de estos padecimientos,
especial mente en nifios menores de cinco afnos es sorprendente, pero es gracias a
las terapias de rehidratacion oral que estos casos de mortalidad han disminuido
en las ultimas décadas. Por ejemplo a nivel mundial de una tasa de 4.9 muertes
por cada 1000 nifios menores de cinco afios, por afo, en la década de los 80's ha
disminuido a 3.3 muertes por diarrea en la década de los 90's. Sin embargo, a
pesar de esta disminucidén, en la actuaidad se estima que existen
aproximadamente 2.5 millones de muertes en esta poblacién en los paises en vias
de desarrollo (Kosek et al., 2003). En décadas recientes se ha observado en los
paises en vias de desarrollo que la morbilidad de las diarreas parece ir en
aumento, esto quiza se deba a que el grupo poblacional de 1 a 5 afios se ha
incrementado en estos paises, asi como que la poblacion més afectada es la de
baj os recursos econémicos, en donde el nimero de episodios diarreicos es mayor

(Kosek et al., 2003).
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Las enfermedades diarreicas no solo pueden causar la muerte, debido ala
deshidratacion, sino que ademas se ha observado que si un nifio presenta cinco o
mas episodios de diarrea aguda a afio tendra una disminucién en talla, asi como
en el peso y ademas registrara una disminucion en su desarrollo cognoscitivo

(Steiner et al., 1998 ; Nataroy Kaper, 1998).

En México la mortalidad por diarrea en cada 100,000 nifios menores de
cinco afios disminuyd de 122.7 en 1990 a 18.5 en € afio 2002, 1o que implica un
descenso del 85% (tercer informe de Gobierno 2003). Sin embargo, la
disminucién en la tasa mortalidad por diarrea no ha reflejado un decremento en
latasa de morbilidad, ya que se estima que en México se presentan entre 30 y 40
millones de episodios diarreicos en esta poblacion (Vega, 2002). Esto
probablemente se deba a que no se han mejorado las condiciones de vida de la

poblacion de bajos recursos econdémicos en México como en el mundo.

Lo anterior establece la importancia de continuar estudiando a las diarreas
y sus agentes causales para proponer medidas preventivas y disminuir € nimero
de episodios de diarrea por nifio a afio. Por lo tanto €l propdsito de este estudio
fue evaluar la prevalencia de los GDE en nifilos menores de dos afnos, de una
comunidad conurbada de la ciudad de México. Ya que como se dijo
anteriormente estos GDE son importantes productores de diarrea aguda grave

tanto en México (Cravioto et al, 1987; Sepulveda-Amor, 1990; Flores-
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Abuxapqui et al., 1993; Cerna, 2003; Estrada-Garcia et al., 2005), como en €l

mundo (Torreset al., 2001; Ericsson, 1998; Cohen et al., 2005).

Por lo tanto en este estudio se anadlizaron 1556 aidlados de . cofi
provenientes de 181 nifios menores de dos afios de una comunidad conurbadade
la ciudad de México. En donde a través de la utilizacion de una PCR multiplex,
pudimos identificar GDE en el 15% (231/1556) de los casos, este porcentaje de
identificacion de los GDE puede ser considerado alto s es comparado con €l
estudio realizado por Estrada-Garcia et al., 2005; ya que ellosidentificaron el 8%
(170/2010) de los casos. Sin embargo, es importante mencionar que este Ultimo
se realizo en nifios hospitalizados de la Ciudad de México. A si mismo Benitez et
al., 1991 reportd un 8% en un estudio realizado en una comunidad de
Cuernavaca Morelos, México, por otro lado Cravioto et al, 1987, en una
comunidad rural del centro de México identifico alos GDE en el 42% (155/372)
de los casos. Esta diferencia de porcentajes entre nuestro estudio y los estudios
mencionados anteriormente es debido a que quiza en €l primero de ellos se hizo
en nifios hospitalizados por diarrea aguda, y en los otros dos la identificacion de

los GDE no sellevo a acabo por PCR.

Por otro lado s comparamos nuestros datos con estudios internacionales

muestran una alta prevalencia (15%) de GDE identificados, mientras que en
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paises como Tailandia se reporta prevalencia del 7% (176/2629) de GDE en

nifios menores de cinco anos (Ratchtrachenchai ez al., 2004).

Asi mismo, en nuestro trabajo el GDE més frecuentemente aislado fue
EPEC, e cua represento el 8% (121/1556) del total de los casos analizados, asi
como en e 41% (33/80) de los GDE de los cuadros clinicos con diarrea,
coincidiendo con lo ya reportado para EPEC; que es la principa causa de diarrea
bacteriana infantil en nifios menores de 6 meses en paises en vias de desarrollo
(Nataro y Kaper, 1998) ademas de que producen mas de un millén de muertes de
nifios en dichos paises (Finlay et al., 1996). Asi mismo Sepulveda-Amor (1990),
identifico a EPEC en e 28% (40/144) y Morayta et al., (1993) identificaron a
EPEC en e 17% (20/121) de los casos. Ambos estudios se realizaron en nifios de
comunidades abiertas que llegaron a servicio de urgencias médicas de 2
hospitales de la Cd. de México durante el afio de 1985 y durante el periodo de
diciembre de 1988 a julio de 1990 respectivamente. En otro estudio realizado por
Cravioto et al., (1987) identificaron a EPEC en el 8% de |os episodios diarreicos
(30/372) gue presentaron 56 nifios desde su nacimiento hasta los dos afios de

vida, en una comunidad rural de Cuernavaca.

Es importante mencionar que en nuestro estudio se aisl6 el 6% (93/1556)
de EPEC atipicas es decir, que sblo se identificd € gen eaed, esto

principdmente, en la temporada P-V, de estos casos € 84% (78/93) fue
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identificado como Unico agente etiolégico, de los cuaes € 76% (59/78) no
presentaron diarrea 'y en el 24% restante (19/78) de los casos se present6 cuadro
diarreico. En lo que respecta a la asociacion con otro patdgeno, es decir,
infecciones mixtas, se encontré que € 16% (15/93) fueron de este tipo. Los
patdgenos a los cuales estuvo asociado fueron los siguientes: en 3 casos con G.
lamblia, en 2 con Klebsiella y Citrobacter respectivamente, Enterobacter, A.
lumbricoides, Providencia 'y Proteus en un caso cada uno de ellos, asi también se
encontré que tres casos se asocio con dos patégenos. en uno de ellos con
Enterobacter + E. histolytica, en otro Enterobacter + Klebsiella y en uno mas
Enterobacter + Citrobacter, en todas las infecciones mixtas se presento cuadro
diarreico, excepto en un caso en donde estuvo asociado con G. lamblia. Por

ultimo se encontré una infecciodn mixta con dos GDE.

Mientras que las EPEC tipicas, donde se identifico tanto € gen eaeA,
como el gen bfpA, represento el 1.7% (28/1556) de los casos, también aislandose
principalmente en la temporada P-V. Asi mismo de los 28 casos de EPEC
tipicas, e 78% (22/28) fueron identificados como infecciones simples, es decir,
se aisaron como Unicos agentes etioldgicos, en donde € 77% (17/22) de los
casos no presentaron diarreay en el 23% (5/22) presentaron cuadro diarreico; en
los casos en los cuales se aisld EPEC tipica, mas otro patdgeno, le correspondié
el 22% (6/28), estas infecciones mixtas se presentaron de la siguiente manera: en

dos casos se asocio con G. lamblia, en 1 con Enterobacter, 1 con Klebsiella, 1
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con Morg. Morg. y en un caso Se asocio con dos patdgenos (Enterobacter y G.
lamblia). En todos los casos en donde hubo infeccion mixta con EPECt se

presentd cuadro diarreico.

Con respecto a EPEC atipicas, aun esta en controversia Si son agentes
etiol 6gicos causantes de diarrea (Trabulsi et al., 2002). Mientras que las EPEC
tipicas esta claro que si son agentes etiol0gicos, esto observamos ya que una
mayor proporcion de casos de EPEC tipica con diarrea se asociaron siendo este

GDE € unico agente etiol 0gico identificado en estos casos.

Entre los 4 grupos de GDE buscados, ETEC fue e segundo de mayor
importancia, este seidentificod en e 5 % (91/1556) del total de casos, asi como en
el 36% (29/80) de los cuadros clinicos con diarrea, € porcentaje de aislamiento
de este grupo es muy similar a encontrado por Regina et al., (2005), en un
estudio realizado en Brasil en nifios menores de cinco afos, en donde a grupo
ETEC lo identifica en el 7% de un total de 119 casos. En lo que respecta al
porcentaje encontrado para ETEC en los casos asociados con diarrea es muy
similar a encontrado por Cravioto et al 1987 en un estudio realizado en una
comunidad de Cuernavaca, Morelos, en donde encontré6 a ETEC en un 34%
(125/372) de los casos de diarrea. Por otro lado nuestro porcentaje es alto si es
comparado con lo reportado por Benitez et al., (1991), en un estudio en donde se

realizo la busqueda de agentes etiol 6gicos que causaron diarrea con sangre en 75
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nifios, en de donde se aisl6 a ETEC en e 7% de 636 episodios de diarrea, esta
diferencia de porcentajes probablemente sea debido a que en € estudio de
Benitez solo se hizo la identificacion de los GDE en los casos que presentaron
diarrea con sangre. En lo referente a estudios fuera del pais Vaentiner-Branth et
al., 2003 llevaron a cabo un estudio en 200 nifios de una comunidad de Guinea,
donde aislaron a ETEC en un 6% de las heces colectadas. Estos datos como se
observan son muy variables con respecto a nuestros resultados debido quiza a
gue la identificacion de los GDE en estos estudios se hicieron por hibridizacion
de DNA vy €l nuestro al ser identificado el grupo ETEC por PCR podria ser mas
confiable, debido a que esta técnica es mucho més sensible, a demas de que es

rapiday mas econémica (Thompson, 2001).

También se puede decir que una de las razones de |la prevalencia de cepas
ETEC es por que en los alimentos vendidos en la calle estan contaminados por
estas cepas, como |o reporta Estrada-Garcia et al., 2002 que en e 5% (2/43) de
salsas expendidas en un area de la zona norte de la Cd. de México estaban

contaminadas por este grupo patdgeno.

El GDE que le siguio fue €l de EIEC, € cua se identificd en € 0.57%
(9/1556) del total de casos y en e 6% (5/80) de casos con diarrea, este bgjo
porcentaje coincide con lo ya reportado de que a este grupo se le considera como

causa poco frecuente de diarrea tanto en México como en e mundo, como lo
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muestra el estudio realizado en México por Benitez et al. 1991, donde aislaron
EIEC en el 4% (3/75) de los casos, en una comunidad rural del estado de
Morelos. En lo que respecta a otros paises, como es el estudio realizado por
Puccinelli et al., 2001, en Brasil en donde reportaron que solo en el 0.8% (1/130)
de los casos se identificd EIEC, asi mismo en un estudio realizado en Tailandia

(Ratchtrachenchai, et al., 2004) encontraron un 0.5% (12/2629) de los casos, 10

cual coincide con nuestra Prevalencia para este GDE.

Labaja Prevalencia de EIEC puede estar subestimada (Wanke, 2001), esto
debido a que se ha reportado que el 60% de las cepas de EIEC son lactosa
negativas, por o que no se seleccionan estas cepas cuando se utiliza el medio
semiselectivo MacConkey (Nataro et al., 1998). Por lo que es recomendable en
posteriores investigaciones se utilicen medios selectivos para E. cofi no basados
en su capacidad de utilizar lactosa como fuente de carbono, lo cua puede
permitir demostrar si en realidad el bajo aislamiento de EIEC reportado hasta €

momento es real o0 se debe a que no |o estamos aislando por ser lactosa negativa.

Poco se sabe acerca de la prevalencia y epidemiologia de STEC, tanto en
México como en € mundo (Tarr et al., 1996; Nataro y Kaper 1998) ya que este
grupo patdgeno es emergente. En nuestro estudio se identificd al grupo STEC en
el 0.44% (7/1556) de los casos y en € 1% (1/80) de los cuadros clinicos con

diarrea. Estos datos coinciden con lo reportado por Albert ef al., 1995y Cravioto
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et al., 1990, quienes mencionan gque en paises en vias de desarrollo la prevaencia
de las cepas STEC es bgja. Sin embargo, Benitez er al., 1991, reportaron el
aislamiento de cepas STEC en e 11% de los episodios diarreicos en nifios que
presentaron diarrea con sangre en una comunidad rural del estado de Morelos,
Meéxico. En un estudio de Tailandia (Ratchtrachenchai, et al., 2004) se observa
una coincidencia con nuestro resultado ya que aislaron a STEC en e 0.04%

(1/2629) de los casos de diarrea

La alta frecuencia de GDE aislados de nifios que no presentaron diarrea en
este estudio pude ser debido a alto riesgo de colonizacion intestinal por los GDE
patogenos en estos individuos. La ausencia de un cuadro diarreico pudiera
deberse a procesos inmunizantes previos por colonizacion de GDE a edades mas
tempranas o através de inmunidad aportada por factores de proteccion especifica

presentes como por gjemplo en laleche materna que estos nifios han recibido.

En lo que respecta a aislamiento GDE en las temporadas P-V y O-1, se
aislaron en todo € afo, presentandose principamente en la temporada P-V
(60%), comparados con la temporada O-1 (40%) (p=<0.001). Esto confirma lo
dicho de que los GDE, parecen tener una estacionalidad definida aislandose
principalmente en los meses calurosos del afio y es en este periodo que se

presentan principalmente las diarreas de tipo bacteriano (Velasquez, 2001).
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En lo referente a las infecciones simples que se presentaron en este
estudio, se encontrd que en 82% (189/231) de los casos fueron de este tipo, y en
lo que se refiere a estos casos, como en |os cuales se presento diarrea que fue del
25% (47/189), los grupos identificados con mayor frecuencia fueron ETEC vy
EPEC. Esto confirma lo ya descrito en otros estudios como en |os de Levine et
al., 1984 y Cravioto et al., 1990, en donde observaron que en paises en vias de
desarrollo como México ETEC y EPEC, se encuentran entre los primeros
agentes etioldgicos de tipo bacteriano causantes de diarrea en nifios menores de

dos anos.

Con respecto alas infecciones mixtas se ha observado que en |os paises en
vias de desarrollo, es frecuente encontrar infecciones mixtas en los pacientes con
diarrea, pudiéndose aidar dos 0 mas agentes patégenos a la vez en € mismo
individuo. Sin embargo aun no se sabe hasta que punto se pueda presentar una
interaccion entre los distintos agentes 0 s estas infecciones mixtas originan
cuadros clinicos més graves (Olarte, 1985). Asi en nuestro estudio se
identificaron infecciones mixtas en el 18% (42/231), de estos casos existio mayor
asociacion con G. lamblia 21% (9/42), de los cuales solo 4 presentaron diarreay
5 no presentaron cuadro diarreico, este dato coincide con un estudio realizado en
la ciudad de Bangladesh (Albert e al, 1999) en nifios menores de cinco anos en
donde mencionan que G. lamblia se identificd en una ata proporcion en nifios

gue no presentaron diarrea.
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La presencia de infecciones mixtas se ha corroborado en otros estudios
multidisciplinarios, como el realizado por la Organizacion Mundial de la Salud
en cinco paises (India, Pakistan, Myanmar, Chinay México), en donde se realizé
la identificacion de patégenos causantes de diarrea en una poblacién de nifios de
entre 0-35 meses de edad, en donde las infecciones mixtas se encontraron en €

13% (Pérez et al., 1997)
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CONCLUSIONES.

e Seidentificaron GDE en el 15% (231/1556) de | os casos.

e EPECa 6% (93/1556) fue el GDE que se aidlé principamente, seguido

muy de cercade ETEC 5.8% (91/1556).

e Los GDE se presentan principa mente durante latemporada P-V.

e Las cepas GDE se encuentran presentes principalmente en infecciones

simples.
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