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...Cierta noche aciaga, cuando, con la mente cansada,
meditaba sobre varios libracos de sabiduria ancestral
y asentia, adormecido, de pronto se oy6 un rasguido,
como si alguien muy suavemente llamara a mi portal.
Es un visitante —me dije—, que esta llamando al portal;

s6lo eso y nada mas...

...Mas cuando abri la persiana se col6 por la ventana,
agitando el plumaje, un cuervo muy solemne y ancestral.
Sin cumplido o miramiento, sin detenerse un momento,
con aire envarado y grave fue a posarse en mi portal,
en un palido busto de palas que hay encima del umbral;

Fue, se posoO y nada mas...

...Y el impavido cuervo osado aun sigue, sigue posado,
en el palido busto de palas que hay encima del portal;
y Su mirada aguilefia es la de un demonio que suenia,
cuya sombra el candil en el suelo proyecta fantasmal,

y mi alma, de esa sombra que alli flota fantasmal,

no se alzara...jnunca mas!...

Edgar Allan Poe
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RESUMEN

Las enfermedades diarreicas representan un serio problema de salud mundial,
principalmente en los paises en vias de desarrollo, en donde las tasas de mortalidad y
morbilidad son realmente elevadas. Entre las bacterias causales de diarrea se
encuentra Escherichia coli. Las cepas de E. coli que ocasionan gastroenteritis se han
clasificado en 5 grupos: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli verotoxigénica
(VTEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteropatégena (EPEC) y E. coli
enteroagregativa (AggEC). El propdsito de este estudio fue estimar la prevalencia de
los distintos patotipos de Escherichia coli mediante PCR multiplex en las muestras de
materia fecal de 108 pacientes. El 22.2% de las muestra analizadas (n = 24) por PCR
multiplex fueron positivas para algun patotipo de E. coli. A partir de las 24 muestras
PCR positivas, el patotipo ETEC se identifico en el 54.1% (n = 13) (estA en el 16.7%,
eltB en el 25% y estA + eltB en el 12.5%) de las heces de los pacientes. El grupo
patdgeno EPEC se detect6 en el 37.5% (n =9) (eaeA en el 29.1% y eaeA + bfpA en el
8.3%) y el grupo EIEC en el 8.3% (n = 2) (ial en el 8.3%). ElI 99 % (n = 107) del total
de las muestras analizadas (n = 108) resultd positiva para algun parasito. El parasito
identificado con mayor frecuencia fue Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar con un
95.3% (n = 103), seguida de Giardia lamblia con un 37.9% (n = 41). Los porcentajes
de asociacion de EIEC, ETEC y EPEC con Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar
fueron del 100%, 80% y 75%, respectivamente, mientras que la asociacion del
protozoario Giardia lamblia con ETEC y EPEC fue del 20% vy 25%
correspondientemente. El 65% de las cepas patdgenas de E. coli identificadas por
PCR multiplex fueron resistentes a Carbenicilina (CB), el 51% a Cefalotina (CF),el 48%
a Ampicilina (AM), el 38% a Trimetoprim con sulfametoxazol (SXT), el 24% a
Nitrofurantoina (NF), el 22% a Cefotaxima (CTX), el 17% a Cloranfenicol (CL), el 15%
a Netilmicina (NET), el 14% a pefloxacina (PEF), el 6% a Amikacina (AK) y el 5% a
Ceftriaxona (CRO). La elevada presencia de ETEC en este estudio con respecto a los
otros patotipos de E. coli, es similar a la identificada en otras partes del mundo. La
asociacion de ETEC, EPEC y EIEC con Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar y
Giardia lamblia, demostr6 lo agudo de las infecciones intestinales. La elevada
resistencia de las cepas patdégenas de E. coli a los antibidticos evidencio la
importancia de determinar la susceptibilidad a los antimicrobianos en las cepas
patdgenas. En este estudio la identificacion de los distintos grupos diarreogénicos de
E. coli mediante PCR multiplex, resulté ser un método eficaz, debido a su alta

sensibilidad y especificidad en la identificacion de microorganismos.



INTRODUCCION

Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAS).

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAS) son ocasionadas por la ingesta
de agua o comida contaminada con microorganismos patdgenos (bacterias, parasitos
y virus) o por la produccion de sus toxinas (Parilla CMC et al, 1993). Se ha descrito
que los manipuladores de alimentos (personas que intervienen en el proceso de
produccion y preparacion para el consumo de alimentos) pueden ser la fuente principal
de contaminacion y adulteracién de éstos, y como consecuencia los responsables de
la transmisidon de enfermedades (Secretaria de Salud, 1994). Generalmente los
microorganismos contaminan los alimentos en pequefias cantidades, en donde se
reproducen hasta alcanzar los niveles necesarios para ser infectantes o producir la
suficiente toxina para causar enfermedad (International Comision on Microbiological
Specifications for Foods, 1980).

Se ha descrito que las manifestaciones de las infecciones alimentarias pueden ser de
tipo gastrointestinal (amibiasis, salmonelosis, shigelosis, teniasis, giardiasis,
ascariasis, cOlera, e intoxicaciones alimentarias) o de tipo extraintestinal (brucelosis,
cisticercosis, fiebre tifoidea, hepatitis, botulismo etc.) (Parilla CMC et al, 1993).
También se ha reportado que la transmision de organismos patégenos puede
ocasionar sindromes téxicos, respiratorios y enfermedades crénicas (Riley LW et al,
1983).

Los Microorganismos que causan las infecciones alimentarias intestinales como
extraintestinales tienen en comun que su entrada al organismo es por la via oral y que
su habitat en alguno de sus estadios es el intestino, por lo tanto, se eliminan con las
evacuaciones; de este modo, la transmisién de microorganismos de un individuo a otro
se efectia por medio de las heces, ya sea en forma directa de persona a persona o
por medio de los alimentos y el agua contaminada (Direccion General de
Epidemiologia, 1990).

La diarrea es la principal consecuencia de las infecciones gastrointestinales, siendo la
causa mas frecuente de muertes en los paises en desarrollo, sobre todo en infantes
(Guerrant RL et al, 1990). Sin embargo los paises desarrollados también se ven
afectados, por ejemplo, se ha reportado que una tercera parte de los viajeros de los
paises industrializados desarrollan diarrea (Black R, 1990).

En el mundo las enfermedades diarreicas representan un grave problema de salud,

principalmente en paises subdesarrollados, en donde las tasas de mortalidad y



morbilidad son realmente elevadas (Trung Vu Nguyen et al, 2005). La organizacion
mundial de la salud (OMS) ha estimado que alrededor de dos millones de nifios
mueren anualmente de enfermedades diarreicas en paises en via de desarrollo y
producen ademds la muerte de un menor cada 15 segundos alrededor del mundo
(Alper, J, 2003). Se ha estimado que en Asia, Africa y Latino América mueren
anualmente 12,600 nifilos menores de 5 afios de edad como consecuencia de diarrea
(Guerrant RL et al, 1990). La contaminacion de los alimentos en México constituye un
problema de salud publica que afecta significativamente a sus habitantes, la cual se ve
reflejada en las elevadas cifras reportadas en los casos de gastroenteritis y otras
enfermedades diarreicas en el pais (Secretaria de Salubridad y Asistencia, 1987). En
México la Direccion General de Estadistica e Informatica de la Secretaria de Salud,
registro en el afo 2003 un total de 2,221 defunciones ocasionadas por enfermedades
infecciosas intestinales (Direccion General de servicios de la Salud Publica, 2005).

Dentro de las bacterias que contaminan los alimentos y que ocasionan enfermedades

gastrointestinales se encuentra a Escherichia coli (Levine, M. M, 1987).

Grupos patogenos de E. coli.

Las cepas de E. coli que ocasionan gastroenteritis se han clasificado en seis grupos:
E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli verotoxigénica, enterohemorragica 6 shiga
toxigénica (VTEC, EHEC 6 STEC), E. coli enteroagregativa (EaggEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteropatégena (EPEC) y E. coli de adherencia difusa
(DAEC) (Nataro JP and Kaper J, 1998)

Escherichia coli enterotoxigénica, al igual que los otros grupos, se adquiere por la
ingestién de agua y alimentos contaminados. Las cepas de ETEC producen dos
toxinas: LT (toxina termolabil, codificada por eltB) y ST (toxina termoestable,
codificada por estA), que actian incrementando los niveles de Adenosina-5"-(AMPc) y
Guanosina-5"- monofosfato ciclico (GMPc), respectivamente; esto provoca que las
células de las criptas intestinales aumenten la secrecion de agua y electrolitos, con la
consecuente disminucién en la absorcion de las vellosidades, lo que clinicamente se
manifiesta como diarrea acuosa (Eslava C et al, 1993).

EPEC ocasiona una lesion histolégica llamada adherencia y esfacelamiento (A/E), la
cual se caracteriza por la adherencia intima de la bacteria al entericito, seguida por la
destruccion de la microvellosidades con polimerizacion de actina, posteriormente
existe alteracion del citoesqueleto en el sitio de unidén de la bacteria, debido al

aumento de los niveles de calcio intracelular y de proteina C Cinasa que inducen



probablemente la secrecion de agua y electrolitos al espacio intraluminal, produciendo
diarrea aguda (Levine MM and Edelman R, 1984 & Giron JA et al, 1993).

En la adherencia al entericito se encuentran involucradas fimbrias denominadas Bfp
(bundle-forming pilus) que son codificadas por el gen BfpA contenido en un pladsmido
de 50-70 MDa denominado EAF, asi como también una proteina de membrana
externa de 94 kDa llamada intimina, codificada por el gen cromosomal eaeA y que
participan en A/E (Nataro JP and Kaper J, 1998).

Las cepas de EPEC se han clasificado en dos tipos de acuerdo a la presencia o
ausencia de los genes eaeA y BfpA; se consideran tipicas cuando contienen los genes
eaeA para la intimina (participa en el A/E) y el gene BfpA contenido en el plasmido
EAF y atipicas cuando solo presentan eaeA (Nataro JP and Kaper J, 1998).

En EIEC, el mecanismo de patogenicidad es la invasividad que se inicia con la
adherencia de la bacteria a las microvellosidades de la mucosa del intestino grueso,
seguida por la entrada a la célula a través de una fagocitosis “no profesional,” lo que
afecta el borde de cepillo del enterocito. Ya libre en el citoplasma, se multiplica e
invade a las células vecinas; la destruccion de las células, junto con la movilizaciéon de
polimorfonucleares y macréfagos, desencadenan el proceso de inflamacion y la
aparicion de diarrea con moco y sangre (disenteria), muy similar a la producida por
Shigella (Rico-Martinez MG, 1995). El gen ial que media la invasion se encuentra en
un plasmido de 140 MDa llamado pinv (Buysse DM et al, 1987).

En EHEC también se producen lesiones del tipo de “adherencia y esfacelacion”
(codificado por eaeA) como en EPEC, y ademds sintetiza dos citotoxinas, Toxina
Shiga-like 1 y Il (STX | y II), que producen la lisis en cultivo de la linea celular VERO.
Se ha reportado que la estructura de estas toxinas es similar a la LT de las cepas
ETEC y su mecanismo de accién es en el nivel de la sintesis de proteinas. Ademas,
poseen un plasmido de 90 Kb que codifica para la enterohemolisina. Este plasmido se
encuentra presente en todos los aislamientos clinicos de O157:H7 asociados con
colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico (Levine MM et al, 1987). La
produccién de diarrea aguda y crénica en nifilos se debe a la accion de las toxinas y a
la adherencia al entericito (Fukushima H et al, 2000).

El grupo EaggEC presenta un patrén de adherencia agregativa en cultivo celular
(Eslava C et al, 1998). Este grupo esta fuertemente asociado con diarrea persistente
en nifios (Henry FJ et al, 1996). La patogénesis de EaggEC esta en estudio, aunque
se han involucrado dos proteinas de alto peso molecular, Proteina codificada por un
plasmido (Pet) y Proteina codificada en el genoma con actividad de proteasa (Pic), que

producen acortamiento de las vellosidades, hemorragia, ulceracion y necrosis en asa



ligada de rata, ademas de la toxina ST de E. coli enteroagregativa diferente de la que
produce ETEC (Eslava C et al, 1998 & Villaseca JM et al, 2000).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR multiplex).

El tratamiento médico de las infecciones diarreicas ocasionadas por los patotipos de E.
coli ha cambiado en los udltimos afios, debido a que las bacterias se han seleccionado
como resistentes a los antibiéticos que en el pasado eran considerados de primera
eleccion, como la tetraciclina, estreptomicina, amoxicilina, cefalotina, ticarcilinay al
trimetoprim con sulfametoxazol. De esta manera el éxito del tratamiento médico
adecuado de las infecciones ocasionadas por los grupos diarreogénicos de E. coli va
a depender de la identificacion precisa del agente causal. Entre los métodos de
diagndstico clinico utilizados para la identificacién de los patotipos de E. coli, se
encuentra la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la cual es una técnica que
nos ofrece resultados rapidos, confiables y con una elevada especificidad y
sensibilidad.

Debido a que en nuestro pais las infecciones diarreicas en infantes contindan
siendo un problema de consideracién, el proposito de este estudio clinico fue
determinar la resistencia a antibiéticos en cepas pertenecientes a distintos grupos de

E. coli detectadas en diarrea de infantes por el método de PCR multiplex.



ANTECEDENTES.

Barreto et al (1999-2000), realizaron un trabajo en el cual establecieron la presencia
de categorias enteropatdégenas de E. coli a partir de 145 muestras de alimentos (46
productos lacteos; 45 derivados carnicos y 54 clasificados como “otros alimentos”).
Los alimentos analizados mostraron una deficiente calidad higiénico-sanitaria ya que el
49.1% fueron positivos a E. coli. Donde las categorias enteropatégenas investigadas
por alimento fue: ECEH (8,57%) fundamentalmente en productos carnicos y lacteos;
ECEI (4,76%) y ECET (1,9%) predominaron en “otros alimentos”.

Cortez-Ortiz et al (2002), realizaron un estudio para identificar el agente causal del
brote de diarrea asociado al desbordamiento del canal de aguas en el municipio del
Valle de Chalco, Estado de México. De las 1550 muestras tomadas con hisopos
rectales, se encontré a E. coli con una incidencia del 76.6%; del total de las cepas
aisladas, 63.96% fueron patdgenas (ETEC, EIEC, EPEC y E. coli no. O157:H7). El alto
porcentaje de aislamiento de E. coli patdgena en este estudio, muestra claramente la

importancia de E. coli como agente productor de gastroenteritis.

Mendez et al (2004), resaltan en su trabajo el uso de métodos de biologia molecular
(PCR multiplex), en los laboratorios de microbiologia clinica suponiendo un gran apoyo
a la hora de obtener diagndsticos sensibles y especificos en el menor espacio de

tiempo posible.

Svenungsson et al (2000), realizaron un estudio clinico en Suiza, para la identificacion
de enteropatdgenos en adultos con diarrea, el factor virulento de los genes de E. coli
fue detectado por la reaccion en cadena de polimerasa (PCR). Fueron identificados
enteropatdgenos en 56% de los pacientes, los méas frecuentes fueron Campylobacter
(13% de los pacientes), E. coli enterotoxigénica (8%), Salmonella (7%), Shigella (4%),
Blastocystis hominis (4%), calcivirus (3%), rotavirus (3%), E. coli enteroagregativa
(2%), Aeromonas (2%), Giardia intestinales (2%), Cryptosporidium (2%) y astrovirus
(2%). Los menos frecuentes fueron E.coli enteropatogénica, E. coli enteroinvasiva,

Entamoeba histolytica, microsporidia y adenovirus.

Thompson (2001), realiz6 un estudio que consisti6 en determinar en alimentos
vendidos en via publica, la prevalencia de E. Coli, como indicador de contaminacién
fecal y de E. coli enterotoxigénica (ETEC), como indicador de un patégeno humano,
debido a su gran importancia en salud publica. La determinacién de ETEC se realiz6 a

través de la utilizaciébn y comparacion de dos técnicas de biologia molecular; la



hibridizacion en fase sdlida y la reaccion en cadena de polimerasa (PCR), con el fin de
determinar cual era mas sensible y rapida. Ademas también se realiz6 un estudio
observacional para determinar las condiciones higiénicas de los puestos y de los

manipuladores de alimentos.



OBJETIVO GENERAL
Identificar por PCR multiplex los diferentes grupos de Escherichia coli en

materia fecal.

OBJETIVOS PARTICULARES
Establecer la frecuencia de ETEC, EPEC, EIEC y VTEC en las muestras
analizadas.
Identificar los principales grupos de parasitos en las muestras.
Determinar la resistencia a los antibioticos en las cepas patogenas de E. coli

identificadas.



MATERIALES Y METODOS.

Obtencion de las muestras.

Para el desarrollo de este estudio se analizaron las muestras de materia fecal de un
grupo de pacientes de Los Reyes lztacala que acudieron al Laboratorio de Analisis
Clinicos de la CUSI, FES lztacala, UNAM, para solicitar estudios de coprocultivo y

coproparasitoscopico.

Siembra de las muestras de materia fecal.

Las muestras fueron inspeccionadas visualmente, con la finalidad de detectar sangre
oculta, consistencia solida o liquida, color, etc. Posteriormente por medio de asas
estériles calibradas (1/100) se tom6 una muestra de la materia fecal, se sembré por el
método de estria cruzada en el medio de agar MacConkey y se incubo a 37°C por 24
horas. Adicionalmente las muestras se sembraron en los medios selectivos y

especificos: SS, verde brillante y eosina azul de metileno (EMB).

Obtencion del DNA Bacteriano.

Después de la incubacion de las muestras en agar MacConkey a 37° C/24 h. las
bacterias del cultivo primario fueron colectadas y suspendidas en 5 ml de PBS (pH,
7.2) a una densidad aproximada de 10° bacterias. EI DNA templado fue preparado por
ebullicion por 20 minutos, seguido por centrifugacion por 10 minutos a 12,000 rpm. El

sobrenadante fue utilizado para PCR.

Identificacion de los diferentes grupos de E. coli mediante PCR multiplex.

Para diferenciar los diferentes grupos de E. coli en las muestras, se utilizaron 9 pares
de oligonucledtidos (primers), complementarios a distintas secuencias de DNA
especificas para la deteccion de E. coli enterotoxigénica (ETEC: ST/LT), E. coli
enteropatdgena (EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) y E. coli verotoxigénica (VTEC)
(Cuadro 1).

PRIMER GENE Secuencia del primer (5’a 3") Tamafio de la

VT1 vtl GAAGAGTCCGTGGGATTACG 130
AGCGATGCAGCTATTAATAA

amplificacion (pb)




VT2 vt2 ACCGTTTTTCAGATTTTGACACATA 298
TACACAGGAGCAGTTTCAGACAGT
VTEC/EPEC eaeA CACACGAATAAACTGACTAAAATG 376
AAAAACGCTGACCCGCACCTAAAT
EPEC bfpA TTCTTGGTGCTTGCGTGTCTTTT 367
TTTTGTTTGTTGTATCTTTGTAA
ETEC-LT eltB TCTCTATGTGCATACGGAGC 322
CCATACTGATTGCCGCAAT
ETEC-ST estA GCTAAACCAGTAGAGGTCTTCAAAA 147
CCCGGTACAGAGCAGGATTACAACA
EIEC/Shigella ial CTGGTAGGTATGGTGAGG 320
CCAGGCCAACAATTATTTCC
FLICH7 flic GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC 625
CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC
0157 - GTTACATTTGCTCCTGGGGCTAA 500
CATACCGAYKACGCCGATCTGTT

Cuadro 1. Oligonucleétidos utilizados en la deteccion de E. coli por PCR multiplex.

Preparacion de la mezcla reactiva.

El volumen final para cada mezcla de reaccion fue de 23 ul, para lo cual se tom6 1 pl
(10 pmol) de cada uno los 18 primers (todos los primers fueron de la marca comercial
Sigma-Genosys, cuadro 1), y se depositd en un tubo eppendorff nuevo y estéril. Al

término se adicionaron 4 pl de agua estéril libre de nucleasas.

Amplificacién de DNA por PCR multiplex.

Posteriormente se tomaron 23 ul de la mezcla reactiva y se adicionaron a tubos de la
marca puretaq (PuRetaq™ Ready-To-Go™ PCR beads) que contenian 1.5 mmol de
MgCl2, 0.5 U de Ampli Tag polimerasa y 100 mmol de dNTPs. Finalmente se
agregaron 3 ul de DNA templado. La amplificacion del DNA se realiz6 en un
Termociclador modelo CGI-96, bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién
inicial a 96C por 4 minutos; seguido de 30 ciclos de 20 segundos a 94T,
posteriormente 20 segundos a 55C y 10 segundos a 7 0C. Por ultimo una extension

final por 7 minutos a 72° C.

Andlisis de los amplicones por electroforesis en geles de agarosa.

Después de la amplificacion, los amplicones obtenidos fueron analizados por

electroforesis en geles de agarosa al 3 % (TBE 1X), bajo las siguientes condiciones:




120 volts, 94 miniampers en un tiempo de 60-120 minutos. Los tamafios de los
fragmentos fueron determinados en comparacion con 50 pb DNA ladder. Los geles
fueron tefidos con Brkt y fotografiados bajo luz UV utlizando el sistema de
fotodocumentacion modelo GEL LOGIC 100 (KODAK).

Cepas bacterianas

Las cepas de referencia de E. coli utilizadas como control para la PCR fueron: ETEC
ATCC 35401 (eltB y estA); EPEC ATCC 43887 (bfpA y eaeA); EHEC ATCC 43890
(vtl, eaeA); EHEC ATCC 43889 (vt2, eaeA); EIEC ATCC 43893 (ial) y E. coli ATCC

11775 sin genes de virulencia (control negativo).

Susceptibilidad a antibiéticos en los grupos de E. coli identificados.

Una vez identificados los diferentes patotipos de E. coli, se utilizd la técnica de Kirby-
Bauer para probar la susceptibilidad y/o resistencia de cada cepa encontrada, para lo
cual se tomaron 5 colonias (de cada cepa) con un asa estéril, se inocularon en 5 ml de
caldo Muller Hilton, y se incubaron a 37 ° C durante 3 horas, hasta que aparecié una
turbidez ligera. La turbidez se ajustd con solucion salina estéril hasta obtener una
densidad comparable con un estandar de sulfato de bario. El estandar se preparé
mezclando 5 ml de BaCl, 0.048 M (1.175% peso/ volumen de BaCl, 2H,0) con 99.5 ml
de H,SO, al 1% v/v (0.36N), que fue la mitad de la densidad del estandar No. 1 de
MacFarland (estandar 0.5 de MacFanarland).

Posteriormente se inoculé sobre el agar de Muller Hilton por medio de hisopos
estériles, los cuales se humedecieron con la suspension (crecimiento bacteriano) y se
estriaron sobre la totalidad de la superficie del agar. Por ultimo se tomé un sensidisco
con los 12 antimicrobianos a determinar, por medio de una pinza estéril y se colocé
sobre el agar de Mueller Hinton. El antibidtico se difundié formando un gradiente de
concentracion que inhibié o permitio el crecimiento de la bacteria en un tiempo de 24
horas a 37 ° C.

De esta manera las cepas se clasificaron como susceptibles (S) o resistentes (R)
dependiendo del diametro del halo de inhibicion, el cual se midié con un vernier
(Cuadro 2).

ANTIBIOTICO ABREV. FAMILIA ACCION DIAMETRO DEL HALO DE INH. (mm)
R | S
Ampicilina AM Aminopenicilina 1 <28 >29

Cefalotina CF Cefalosporina de 1° Gen. 1 <14 15-17 >18




Cefotaxima CTX Cefalosporina de 3% Gen. <14 15-22 >23
Ceftazidima CAZ Cefalosporina de 3% Gen. <14 15-17 >18
Cefuroxima CXM Cefalosporina de 2° Gen. <14 15-17 >18
Dicloxacilina DC Penicilina semisintetica <10 11-12 >13
Eritromicina E Macrolido <13 14-17 >18
Gentamicina GE Aminoglucosido <12 13-14 >15
Pefloxacina PEF Quinolona <14 15-22 >23
Penicilina PE Penicilina <28 >29
Tetraciclina TE Tetraciclina <14 15-18 >19
Trimetoprim- SXT Combinacion de diaminopirimidina <10 11-15 >16

sulfametoxazol

y sulfonamida

Cuadro 2.- Antibidticos que se utilizaron contra las cepas encontradas

R= resistente, |= intermedia, S= sensible.
1. Inhibicién de la formacién de la pared celular
2. Interferencia en la sintesis de proteinas

3. Inhibicion del metabolismo de los acidos nucleicos.

Deteccidn de pardsitos.

La deteccion de los parasitos se realizo por medio de la técnica de Faust (Flotacion en
sulfato de zinc). Para lo cual cada una de las muestras de materia fecal fueron
homogeneizadas con agua potable. Posteriormente se tomé una muestra de 10 ml y
se deposito en un tubo de ensaye. El tubo se centrifugo por 3 minutos a 3000 rpm, se
decantd el sobrenadante, posteriormente se agrego la solucion de sulfato de zinc
(densidad: 1.190) y se homogeneizo la muestra con aplicadores de madera. Al
término, la muestra se centrifugd nuevamente por 3 minutos a 3000 rpm, para
posteriormente agregar la solucién de sulfato de zinc hasta formar un menisco y
colocar en la superficie un cubreobjetos. Al cabo de 10 minutos, se colocd el

cubreobjetos sobre un portaobjetos que contenia una gota de lugol. Los paréasitos se

observaron a 40x en un microscopio optico.




RESULTADOS

Pacientes analizados.

Para el desarrollo de este trabajo se analizaron las muestras de materia fecal de 108
pacientes (Grafica 1) que acudieron al Laboratorio Clinico de la CUSI Iztacala. EI 59.3
% (n = 64) de los pacientes correspondio al sexo femenino y el 40.7 % (n = 44) al

sexo masculino (Grafica 1).

40. 74%

B Hombres O Mujeres

59.25%

Gréfica 1. Distribucion de los pacientes analizados por sexo.



En la grafica 2 se observa la distribucién de los pacientes por edad. El grupo de edad
mas frecuente fue el de 1 — 10 afios con el 51% (n = 55), seguido de 31 — 40 afios con
20.3% (n = 22) y por el de 21 — 30 afios con el 13% (n = 14). Los grupos minoritarios
correspondieron al rango de 11 — 20 afios con 8.3% (n = 9) y los pacientes con mas de
41 afios con el 7.4% (n = 8).

% de ®1 - 10 afios

pacientes
@11 - 20 afios

@21 - 30 afios

@31 - 40 afios

1-10 21-30 mas de 41 B mas de 41 afios
anos afnos afnos

Gréfica 2. Distribucion de los pacientes por rangos de edad.

Deteccidn de los grupos patdégenos de Escherichia coli por PCR multiplex.




El 22.2% de las muestra analizadas (n = 24) por PCR multiplex fueron positivas para

algun patotipo de E. coliy el 77.8% (n = 84) fueron negativas (Gréfica 3).

Gréfica 3. Porcentaie de muestras positivas para aladn patotino de E. coli.

A partir de las 24 muestras PCR positivas, el patotipo ETEC se identificé en el 54.1%
(n = 13) (estA en el 16.7%, eltB en el 25% y estA + eltB en el 12.5%) de las heces de
los pacientes (cuadro 3, figura 1). El grupo patégeno EPEC se detectd en el 37.5% (n
= 9) (eaeA en el 29.1% y eaeA + bfpA en el 8.3%) y el grupo EIEC en el 8.3% (n = 2)
(ial en el 8.3%).



Patotipo de E. coliidentificado Distribucién de los genes de virulencia
en las muestras analizadas
ETEC
estA (n = 4) 16.7%
eltB (n = 6) 25.0%
estA + eltB (n = 3) 12.5%
EPEC
eacA (n=7) 29.1%
eaeA + bfpA (n = 2) 8.3%
EIEC
lal (n = 2) 8.3%
Total N = 24 100 %

Cuadro 3. Porcentaje de los distintos patotipos de Escherichia coli identificados.

Figura 1. Linea 1: VTEC ATCC435889 v ATCCA3E90 (w7, W2 eaed, M7 HT vy MC). Linea 2,

Control negativo (sin DRA). Linea 3 EPEC ATCC43887 (easd 376 ph v a bipd 367 ph) ). Linea
4. ETEC (effb 322 ph v estd 147 ph), Unea &, EIEC ATCC43893 (jaf 320 pb ). Unea &, Control
negativo, £ colf ATCC11773 (sin genes). Linea 7 ; 80-pb ladder. Linea 8, EPEC (muestra de
paciente). Linea 9; ETEC (muestra de paciente). Linea 10 y 11 ; muestras de pacientes negativa.
Linea 12; EIEC (muestra de paciente),



Parasitos identificados.

El 99 % (n = 107) del total de las muestras analizadas (n = 108) resulté positiva para
algun parasito (Grafica 4). El paréasito identificado con mayor frecuencia fue
Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar con un 95.3% (n = 103), seguida de Giardia
lamblia con un 37.9% (n = 41) (Gréfica 5).

1%

Muestras positivas
Muestras negativas

99%
(n=107)

Grafica 4. Frecuencia de parasitos identificados en las muestras de
los pacientes
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Gréfica 5. Distribucion de los parasitos identificados en las muestras
de los pacientes.

Asociacién de los diferentes patotipos de Escherichia coli con los parasitos detectados.

En el cuadro 4 se observan los porcentajes de asociacion entre los patotipos de E. coli
y los parasitos identificados en los pacientes. Los porcentajes de asociacion de EIEC,
ETEC y EPEC con Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar fueron del 100%, 80% y
75%, respectivamente, mientras que la asociacién del protozoario Giardia lamblia con
ETEC y EPEC fue del 20% y 25%, respectivamente.

Patotipo de E. coli E. histolytica/E. dispar Giardia lamblia
ETEC 80% (n=12) 20% (n=13)
EPEC 75% (n=9) 25% (n=3)
EIEC 100% (n=2) 0%
Cuadro 4. Asociacién de los patotipos de E. coli con los parasitos

identificados.



Resistencia a antibidticos de las cepas patégenas de E. coli identificadas.

En la gréfica 6, se observan los porcentajes de resistencia a antibiéticos por las cepas
patégenas de E. coli identificadas (ETEC, EPEC y EIEC). El 65% de las cepas fue
resistente a Carbenicilina (CB), el 51% a Cefalotina (CF),el 48% resistentes a
Ampicilina (AM), el 38% a Trimetoprim con sulfametoxazol (SXT), el 24% a
Nitrofurantoina (NF), el 22% a Cefotaxima (CTX), el 17% a Cloranfenicol (CL), el 15%
a Netilmicina (NET), el 14% a pefloxacina (PEF), el 6% a Amikacina (AK) y el 5% a

Ceftriaxona (CRO).
% 70 CB = Carbenicilina
CF = Cefalotina
601 AM = Ampicilina
SXT =

50-
40
30-
20
10

Trimetoprim/sufametoxazol
NF = Nitrofurantoina

CTX = Cefotaxima

Cl = Cloranfenicol

NET = Netilmicina

PEF = Pefloxacina

AK = Amikacina

CRO = Ceftriaxona

CB CF AM SXT NF CTX CL NET PEF AK CRO

Antibi6ticos

Grafica 6. Resistencia a antibiéticos de los patotipos de E. coli identificados por PCR multiplex



DISCUCION

Pacientes analizados

En este trabajo analizamos un total de 108 muestras de materia fecal, de las cuales el
59.3 % (n = 64) correspondi6 al sexo femenino y el 40.7 % (n = 44) al sexo masculino
(Gréfica 1). Se ha reportado a nivel mundial que las enfermedades diarreicas
representan un grave problema de salud, principalmente en paises subdesarrollados,
en donde las tasas de mortalidad y morbilidad son realmente elevadas (Trung Vu
Nguyen et al, 2005). Se ha descrito que la diarrea es la principal consecuencia de las
infecciones gastrointestinales, siendo la causa mas frecuente de muertes
principalmente en niflos menores de 5 afios de edad, sobre todo en los paises en via
de desarrollo (Guerrant RL et al, 1990). A si mismo, la organizacion mundial de la
salud (OMS) ha estimado que alrededor de dos millones de nifios mueren anualmente
de enfermedades diarreicas principalmente en paises con bajos recursos (Alper, J,
2003). Por otra parte, se ha calculado que en paises subdesarrollados de Asia, Africa
y Latino América mueren anualmente 12,600 nifios menores de 5 afios de edad como
consecuencia de diarrea (Guerrant RL et al, 1990).

En México la mortalidad por diarrea en menores de cinco afos de edad durante el
periodo de 1950 a 1993 disminuyd un 96% con la implementacion de la rehidratacion
oral. No obstante estos avances, se considera que aun fallecen cerca de 20 mil
personas anualmente, y que de ellas el 60% (12 mil) son menores de edad (Quijano —
Pitman F. 1995). Aunado a lo anterior, el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)
en 1981 instrumentdé un programa de prevencion y control para las enfermedades
diarreicas, con el que se disminuyeron los ingresos a hospitales por deshidratacion y
donde se obtuvieron resultados satisfactorios hasta en un 91.3% (Larracilla AJ, 2002).
En México la Direccién

General de Estadistica e Informatica de la Secretaria de Salud, registré en el afio
2003 un total de 2,221 defunciones ocasionadas por enfermedades infecciosas
intestinales (Direccidén General de servicios de la Salud Publica, 2005).

Se ha descrito que una de las principales causas que ocasionan infecciones
intestinales es la ingesta de agua o comida contaminada con microorganismos
patdgenos (bacterias, parasitos y virus) o por la produccién de sus toxinas (Parilla
CMC et al, 1993). Los microorganismos gque causan este tipo de infecciones, tienen en
comun que su entrada al organismo es por la via oral y que su habitat en alguno de
sus estadios es el intestino, por lo tanto, se eliminan con las evacuaciones; de este

modo, la transmisién de microorganismos de un individuo a otro se efectda por medio



de las heces, ya sea en forma directa de persona a persona o por medio de los
alimentos y agua contaminada (Direccion General de Epidemiologia, 1990). Se ha
descrito que los manipuladores de alimentos (personas que intervienen en el proceso
de produccién y preparacion para el consumo de alimentos) pueden ser la fuente
principal de contaminacion y adulteracion de éstos, y como consecuencia los
responsables de la transmision de enfermedades (Secretaria de Salud, 1994). La
contaminacion de los alimentos en México constituye un problema de salud publica
gque afecta significativamente a sus habitantes, la cual se ve reflejada en las elevadas
cifras reportadas en los casos de gastroenteritis y otras enfermedades diarreicas en el
pais (Secretaria de Salubridad y Asistencia, 1987). A si mismo, también se ha
reportado que en México la mayoria de los cuadros diarreicos son de naturaleza
infecciosa, la tasa promedio de mortalidad asociada a enfermedades diarreicas
agudas en paises en via de desarrollo es muy elevada. En nuestro pais en el 2003
ocurrieron 4, 556 casos por infecciones gastrointestinales (Secretaria de Salubridad y
Asistencia, 2005).

Dentro de las bacterias que contaminan los alimentos y que por lo tanto, ocasionan
enfermedades gastrointestinales, se encuentra Escherichia coli (Levine, M. M, 1987).
En Suiza en el afio 2000, se realizd un estudio para la deteccién de enteropatégenos
en adultos con diarrea. Mostrando la presencia de un agente infeccioso en el 56% de
los pacientes, donde se identifico a E. coli en el 10% de las muestras analizadas
(Svenungsson B et al, 2000). Por otro lado, en el afio 2002, se realiz6 un estudio para
identificar el agente causal de un brote de diarrea en el municipio del Valle de Chalco,
Estado de México. De las 1550 muestras tomadas con hisopos rectales, se encontré a
E. coli con una incidencia del 76.6%; del total de las cepas de aisladas, 63.96%

pertenecieron a los grupos patégenos de E. coli (Cortez-Ortiz et al, 2002).

Lo anterior establece la importancia de seguir estudiando las infecciones
gastrointestinales asi como sus agentes causales, ya que como se menciono, las
infecciones intestinales en el mundo representan un grave problema de salud,
principalmente en paises subdesarrollados (Trung Vu Nguyen et al, 2005) las cuales
son causadas principalmente por la ingesta de agua o comida contaminada con
microorganismos patégenos o por la produccion de sus toxinas (Parilla CMC et al,
1993), siendo la diarrea la principal consecuencia de estas infecciones (Guerrant RL et
al, 1990).



Deteccion de los grupos patdégenos de Escherichia coli por PCR multiplex.

De las 108 muestras de materia fecal analizadas, se encontré que el 22.2% de las
muestras (n = 24) fueron positivas para algun patotipo de E. coli y el 77.8% (n = 84)
fueron negativas (Grafica 3). Dentro de las cuales, el grupo diarreogénico ETEC se
identific en el 54.1% (n = 13) (estA en el 16.6%, eltB en el 25% y estA + eltB en el
12.5%) de las heces de los pacientes enfermos (Cuadro 3, figura 1). El grupo
patégeno EPEC se detectd en el 37.5% (n = 9) (eaeA en el 29.1% y eaeA + bfpA en el
8.3%) y el grupo EIEC en el 8.3% (n = 2) (ial en el 8.3%). La presencia de los grupos
diarreogénicos de E. coli, ya ha sido detectada en otras partes del mundo (Black R,
1990; Cortez-Ortiz et al, 2002; Gonzalez R et al, 1997; Okeke IN et al, 2000), donde se
estima que E. Coli provoca anualmente alrededor de 630 millones de casos de diarrea,
con aproximadamente 775, 000 muertes, afectando principalmente a la poblacién
infantil (World Health Organization, 1999).

En este trabajo se identifico a el grupo diarreogénico ETEC en el 54.16% (n = 13) del
total de las muestras positivas (n = 24) (Cuadro 3). Nuestros datos coinciden con un
estudio realizado en México (Cortez-Ortiz et al, 2002), a si como en otras partes del
mundo (Qadri F et al, 2000), en donde se ha descrito que ETEC es el grupo
diarreogénico aislado con mayor frecuencia, sobre todo en zonas con condiciones
sanitarias precarias. ETEC es considerado un patégeno importante, sobre todo en
nifios menores de dos afos, en donde la frecuencia de aislamiento de este grupo en
muestras con diarrea es de 10 a 30% (Rodriguez AG, 2002). En México ya se ha
aislado E. coli como agente etiolégico de diarrea. En un trabajo realizado en una
localidad rural en el estado de Morelos, entre 1982 y 1985, se identifico a ETEC como
el principal agente productor de diarrea con un 33.5% (Cravioto A et al, 1985). En otro
estudio realizado en Veracruz, en nifios menores de 5 afios con presencia de diarrea
aguda, se encontro que del total de los 434 casos positivos para E. coli, el 55.4% de
los grupos identificados correspondié a ETEC, siendo de esta manera el patotipo
aislado con mayor frecuencia (Betancourt et al, 1999). A si mismo, en un estudio
realizado en Chalco, México realizado en 1188 cepas de E. coli aisladas de
corprocultivos, se detectd que el 66.2 % (n = 739) de las cepas correspondié a ETEC
(Cortez-Ortiz et al, 2002).

En nuestro trabajo describimos que del total de los casos positivos para ETEC la
presencia del gen estA (codifica la toxina termoestable) se identifico en el 16.7% de los
casos, eltB (codifica la toxina termolabil) en el 25% y la presencia de ambos genes

estA + eltB, en el 12.5% (Cuadro 3). Por lo que nuestros resultados concuerdan con



los obtenidos por Cortez-Ortiz y colaboradores en el 2002, quienes encontraron un
total de 739 casos positivos para ETEC, de los cuales el 44.6% hibrid6 con la sonda
para la enterotoxina LT (eltB), el 11.2% hibrid6 con la sonda para la enterotoxina ST
(estA) y el 44.1% lo hizé con ambas sondas. De igual manera, Svenungsson y cols en
el 2000, encontraron que del total de los 62 casos positivos para ETEC, el 20% (n =
12) fueron positivos para estA, 45% (n = 28) positivos para eltB y 35% (n = 22) para
ambos genes.

ETEC es considerado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como un grupo
de atencion especial, ya que asociada a rotavirus que ocasiona a nivel mundial el 80%
de los casos de enfermedad diarreica aguda (Valdespino JL et al, 1994; Blanco J y
Blanco M, 1993).

En cuanto a EPEC, en nuestro estudio la prevalencia de este grupo patdgeno fue del
37.5% (n = 9) del total de las muestras positivas (n = 24) (Cuadro 3). Esta cepa de E.
coli, es considerada como una de las principales causas de diarrea en nifios menores
de dos afos, ocurriendo principalmente en paises subdesarrollados (Donnenberg MS
et al, 1997; Nataro JP and Kaper J, 1998), incluso en paises del denominado primer
mundo, ha ocasionado brotes de importancia (Baldwin, 1998). De tal manera, se ha
reportado que en algunos paises, sobre todo en aquellos en via de desarrollo, los
rangos de mortalidad en la poblacion infantil van desde el 20 al 50%, lo que hace a la
infeccion por EPEC una entidad clinica de inmediata respuesta. Ademas, en algunos
paises se tienen reportes que la infeccion por EPEC supera a la provocada por
Campylobacter spp. y Rotavirus en los infantes (Nataro JP and Kaper J, 1998; Torres
ME et al, 2001). Cravioto y cols reportaron, en un trabajo realizado en una localidad
rural en el estado de Morelos, entre 1982 y 1985, a EPEC con un 8.1% siendo el
segundo grupo patégeno de E. coli aislado con mayor frecuencia. A si mismo, Benitez
y cols en 1991, en un estudio realizado en 75 nifios en la ciudad de Cuernavaca,

encontraron que la frecuencia de EPEC fue del 4%.

Nosotros describimos que del total de las muestras positivas para EPEC, el 29.1%
presentd el gen eaeA (cepas atipicas) y el 8.3% ambos genes, eaeA + bfpA (cepas
tipicas). Se ha descrito que las cepas de EPEC atipicas parecen estar asociadas
principalmente a causa de diarrea mixta, poniendo de manifiesto que aun no se puede

definir si son responsables de casos de diarrea aguda (Trabulsi et al, 2002).

El grupo patégeno de EIEC fue identificado en el 8.3% (n = 2) del total de las muestras

positivas (n = 24) (Cuadro 3). Se ha reportado en México como en otras partes del



mundo, que este grupo patégeno de E. coli, es frecuentemente identificado con bajos
porcentajes. En el estudio hecho por Benitez y cols. (1991), en una comunidad rural
del estado de Morelos, se aisl6 a EIEC en tan solo el 4% (n = 3) del total de las
muestras diarreicas analizadas (n = 75). A si mismo, Suérez y cols. (1993), realizaron
un estudio en el estado de Yucatan, México, encontrando a EIEC en tan solo el 1% (n
= 1) del total de las muestras diarreicas analizadas (n = 148). EIEC ha sido detectado
en todo el mundo, por ejemplo, Kyung-Hee y cols. (1989) en un estudio realizado en
231 muestras diarreicas de nifios coreanos, identificaron a EIEC en el 0.4% (n =1).
En otro estudio realizado en Tailandia por Ratchtrachenchai y cols. (2004),
encontraron a EIEC en tan solo el 0.5% (n = 12) del total de las muestras (n = 2629)

diarreicas de los nifios.

Parasitos identificados

De las 108 muestras de materia fecal analizadas, se encontré que el 99% (n = 107)
resultd positiva para algun tipo de parasito (Grafica 4). Donde el parésito identificado
con mayor frecuencia fue Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar con un 95.3% (n =
103), seguida de Giardia lamblia con un 37.9% (n = 41) (Grafica 5). Estos porcentajes
coinciden con lo reportado por Avila-Rodriguez y cols en el 2007, quienes realizaron
un estudio en el Centro de Investigacion en Alimentos y Nutricion de la Facultad de
Medicina-UJED en el estado de Durango, en el cual analizaron las muestras de
materia fecal de 394 nifios, detectando a Entamoeba histolytica/ Entamoeba dispar en
el 79.7% y Giardia lamblia en el 20.3% de las muestras. A si mismo, en el estado de
Puebla, la Secretaria de Salud del Departamento de Epidemiologia report6 en el 2004,
un total de 45, 236 casos de amibiasis intestinal, 1, 091 de giardasis y 6, 500 casos
de otras infecciones intestinales debidas a protozoarios (Salud Publica de México,
2005). Por lo que las infecciones por E. histolytica y G. lamblia siguen siendo un
problema persistente, sobre todo en nifios menores de edad. En otro estudio realizado
por Sanchez-Vega y cols en el Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la
Facultad de Medicina en la UNAM, en el cual analizaron la materia fecal de 741
pacientes, identificaron a G. lamblia en el 29.9% y a E. histolytica en el 7.2%.

Los parésitos intestinales son los agentes infecciosos mas comunes en los humanos,
principalmente entre la poblacién infantil de los paises en via de desarrollo. La
Organizacién Mundial de la Salud a estimado que en el mundo existen 3,500 millones
de habitantes parasitados y que aproximadamente 450 millones padecen una
enfermedad parasitaria, principalmente en la poblaciéon infantil (Ximénez C, 2002;

World Health Organization, 1999). La frecuencia mundial de las distintas parasitésis



intestinales es alta especialmente en zonas geogréficas donde las condiciones
ecoldgicas favorecen la persistencia de los parasitos, ademas de las caracteristicas
socioecondmicas poblacionales como la pobreza, la ignorancia y la deficiente
infraestructura; factores que comparten los paises en via de desarrollo y que,
lamentablemente, en América Latina no han presentado modificaciones importantes
en los ultimos 50 afios (Sanchez-Vega et al, 2000).

En México la parasitosis ha sido la quinta causa de consulta en el Instituto Mexicano
del Seguro Social (Secretaria de Salud, 1989). Se ha descrito que las consultas
médicas atendidas por el IMSS por problemas de parasitosis, es de alrededor de 27
millones visitas al afio, con un promedio de tres visitas por paciente hasta la solucion

de su problema (Direccion General de Epidemiologia, 1990).

En nuestro estudio describimos que de las 108 muestras analizadas, en el 95.37% (n
= 103) fue identificada Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar (Gréfica 5). La
elevada prevalencia e incidencia en México de la amibiasis intestinal por E. histolytica
la convirtid en el dltimo siglo en uno de los principales problemas de salud publica. La
infeccion se extiende de forma endémica en todo el pais relacionada a deficiencias
sanitarias (falta de drenaje, disposicion, disposicién de agua potable), a si como malos
habitos higiénicos (lavado de manos y fecalismo) (Secretaria de Salud, 1993). Se ha
estimado que existen mas 500 millones de personas infectadas en el mundo, de las
cuales en su mayoria se observa principalmente en nifios menores de diez afos. Es
importante sefialar que los nifilos ademas del tiempo que pasan en su hogar, asisten a
la escuela en donde se encuentran con otro tipo de fuentes de infeccion, tales como
los bafios que generalmente se encuentran sucios, alimentos que se preparan con una
calidad deficiente de higiene y que se venden dentro y fuera de la escuela, y que
posiblemente son el mayor medio de transmision de este tipo de parasitosis (Sanchez
et al, 1991).

Otro de los parasitos identificados en nuestro trabajo fue Giardia lamblia con un 37.9%
(n = 41) (Gréfica 5) del total de las 108 muestras analizadas. Este organismo es
cosmopolita y comun, principalmente en los nifios. El hombre se infecta por la ingesta
de agua o alimentos contaminados con materia fecal en la cual este presente el quiste
de este parasito, lo cual puede ocurrir en guarderias o escuelas (Sanchez et al, 1991).
La giardiasis ocurre en todo el mundo y es frecuente en los nifios, especialmente en
sitios donde las condiciones sanitarias son deficientes. En algunos paises
desarrollados, la giardiasis es una de las infecciones parasitarias mas frecuentes, lo

cual puede deberse a que las personas que viajan a paises en via de desarrollo



ingieren agua o alimentos contaminados con este parasito (Sanchez-Vega et al, 2000)
ya que es uno de los patdégenos trasmitidos por el agua (Roxstrom-Lindquist et al,
2006)

El estudio de las enfermedades parasitarias, toma por tanto especial interés por ser
consideradas un problema de salud publica, dado que estos padecimientos, no solo
son frecuentes como infeccién, ya que en ocasiones pueden complicarse llegando al
punto de causar la muerte; ya que a veces este tipo de problemas van asociados a
caracteristicas socioeconémicas poblacionales como la pobreza, la ignorancia y la

deficiente infraestructura (Sanchez-Vega et al, 2000).

Resistencia a antibidticos de las cepas patégenas de E. coli identificadas.

En este estudio se describi6 que el 65% de las cepas patdgenas de E. coli
identificadas por PCR multiplex fueron resistentes a Carbenicilina (CB), el 51% a
Cefalotina (CF),el 48% resistentes a Ampicilina (AM), el 38% a Trimetoprim con
sulfametoxazol (SXT), el 24% a Nitrofurantoina (NF), el 22% a Cefotaxima (CTX), el
17% a Cloranfenicol (CL), el 15% a Netilmicina (NET), el 14% a pefloxacina (PEF), el
6% a Amikacina (AK) y el 5% a Ceftriaxona (CRO) (Grafica 6). La elevada frecuencia
de resistencia a los antibioticos detectada por las cepas de E. coli en este trabajo,
demuestra que en la actualidad es importante realizar estudios de susceptibilidad a los
antimicrobianos en las bacterias aisladas de los procesos infecciosos, con la finalidad
de prescribir el tratamiento médico mas adecuado. La elevada resistencia a los
antibiéticos por E. coli ha sido detectada en otros estudios, por ejemplo  ejemplo,
Paniagua-Contreras y cols. (2006) realizaron un estudio en donde analizaron las
infecciones de 174 pacientes que habian sido intervenidos quirGrgicamente, y
encontraron que el 14.3% de las infecciones fueron ocasionadas por bacterias Gram
negativas (E. coli = 13 y Klebsiella ozaenae = 7). Estos autores reportaron que el
100% de las cepas Gram negativas aisladas fueron resistentes a la cefalotina (CF) y
ampicilina (AM). La elevada resistencia bacteriana a los antibi6ticos detectada en este
trabajo, refleja que en la actualidad el uso indiscriminado de los antibiéticos, ha
ocasionado con el tiempo la seleccién de bacterias multiresistentes a los diferentes

tipos agentes antimicrobianos.



CONCLUSIONES

En este estudio detectamos que el 22.2% de las muestra analizadas por PCR

multiplex fueron positivas para algun patotipo de E. coli.

Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), Escherichia coli enteropatdégena
(EPEC) y Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC), respectivamente, se
constituyeron como los principales patotipos de E. coli identificados en las

muestras de materia fecal analizadas.

En La mayoria de las muestras analizadas se identific6 a Entamoeba
histolytica/Entamoeba dispar como el parasito con mayor prevalencia, seguido

de Giardia lamblia .

La asociacion de ETEC, EPEC y EIEC con Entamoeba histolytica/Entamoeba

dispar y Giardia lamblia, demostro lo agudo de las infecciones intestinales.

La elevada resistencia de las cepas patdégenas de E. coli a los antibi6ticos
evidencio la importancia de determinar la susceptibilidad a los antimicrobianos

en las cepas patogenas.

En este estudio la identificacion de los distintos grupos diarreogénicos de E.
coli mediante PCR multiplex, resultd ser un método eficaz, debido a su alta

sensibilidad y especificidad en la identificacion de microorganismos patégenos.
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