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RESUMEN

El proposito de este estudio fue determinar la resistencia a antibioticos en cepas de E. coli diarreogénicas de-
tectadas en infantes por el método de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) multiplex. Las muestras fe-
cales obtenidas de nifios con diarrea (grupo de pacientes, n = 174) y de nifios sin sintomas de enfermedad
(grupo control, n = 30) fueron analizadas. El 25.2% (n = 44) de las muestras diarreicas fue positivo para algun
tipo de E. coli. Los patotipos encontrados fueron VTEC con el 12% (n = 21, de las cuales dos cepas pertene-
cieron al serogrupo O157:H7); ETEC 8.6% (n = 15); EPEC 2.9% (n = 5); EIEC 1.7% (n = 3). Solamente una
muestra del grupo control fue positiva para E. coli diarreogénica (ETEC, 0.6%). La mayoria de las cepas fueron
resistentes a cefalotina, carbenicilina, ampicilina y trimetoprim/sulfametoxazol. Entamoeba histolytica/Entamoe-
ba dispar fue identificada en el 66% (n = 114) de los nifios enfermos, seguido de Giardia intestinalis con el 50%
(n = 50), Shigella flexneri con el 3% (n = 3), Shigella sonnei con el 2% (n = 2) y Salmonella typhimurium con el
2% (n = 2). Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar, y Giardia intestinalis fueron encontradas en el 50% (n =
15) y 56.6% (n = 17) del grupo control, respectivamente. La asociacion de varios enteropatégenos en los infan-
tes enfermos, reflejé lo agudo de las infecciones, por lo que fue necesario iniciar inmediatamente el tratamiento
meédico correspondiente.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the resistance to antibiotics in strains of E. coli diarrhoegenic detected
by multiplex PCR in children. Fecal samples obtained from children diagnosed as positive for diarrhea (patient
group, n=174) and from children without symptoms of the disease (control group, n= 30) were analyzed. 25.2%
(n = 44) of the diarrheal samples were positive for diarrhoegenic E. coli. The pathotypes found were VTEC 12%
(n = 21, from which two strains belonged to the serogroup O157:H7); ETEC 8.6% (n = 15); EPEC 2.9% (n = 5);
EIEC 1.7% (n = 3). Only one sample from the control group was positive for diarrhoegenic E. coli (ETEC,
0.6%). The most of the strains were resistant to cephalotin, carbenicillin, ampicillin and trimethoprim/sul-
famethoxazole. Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar was identified in 66% (n = 114) of the samples from
the patient group, followed by Giardia intestinalis in 50% (n = 50), Shigella flexneri in 3%, (n = 3), Shigella sonnei
in 2% (n = 2), and Salmonella typhimurium in 2% (n = 2). Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar, and Giardia
intestinalis were found in 50% (n =15) and 56.6% (n=17) of the control group samples, respectively. The asso-
ciations of several enteropathogens in children from the patient group indicate the severity of the infection; for
this reason, medical treatment was initiated immediately.

Key words: Antibiotics, Escherichia coli, PCR.
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INTRODUCCION

En los paises subdesarrollados, las infecciones dia-
rreicas agudas representan la segunda causa de
muerte en infantes, con un total de 1.5 millones de
muertes cada afio por agentes como Escherichia
coli, rotavirus, Vibrio cholerae y Shigella.? Las cepas
diarreogénicas de E. coli pueden ser divididas en seis
grupos: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli ente-
ropatdgena (EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E.
coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagrega-
tiva (EAEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC)3.
Las cepas de ETEC producen la toxina termolabil
(LT) y la toxina termoestable (ST), que actdan incre-
mentando los niveles de adenosina-5"- (AMPc¢) y gua-
nosina-5"- monofosfato ciclico (GMPc), respectiva-
mente, esto provoca que las células de las criptas in-
testinales aumenten la secrecién de aguay electroli-
tos, con la consecuente disminucién en la absorcion
por las vellosidades, manifestandose como diarrea
acuosa.* En EPEC, se ha involucrado al pilus BFP
(bundle-forming pilus) que participa en el proceso in-
feccioso al promover la adherencia intima a los ente-
rocitos, posteriormente se produce la polimerizacion
de la actina del citoesqueleto, seguida de la destruc-
cién de las microvellosidades.> Los cambios bioqui-
micos relacionados con este proceso son los que in-
ducen probablemente la secrecion de agua y electroli-
tos al espacio intraluminal, produciendo diarrea agu-
da.®” En EIEC, el mecanismo de patogenicidad es la
invasividad que se inicia con la adherencia de la bac-
teria a las microvellosidades de la mucosa del intesti-
no grueso, seguida por la entrada a la célula en don-
de se multiplica e invade a las células vecinas. La
destruccion de las células desencadena el proceso
de inflamacion y la aparicion de diarrea con moco y
sangre (disenteria), muy similar a la producida por
Shigella.> EHEC produce lesiones del tipo de “adhe-
renciay esfacelaciéon” como en EPEC, ademas de la
produccion de dos toxinas (verotoxina | y Il) que pro-
ducen lisis de la linea celular VERO en cultivo. La
produccion de diarrea aguda y crénica en nifios se
debe ala accion de las toxinas y a la adherencia al
enterocito por sus fimbrias.®

El tratamiento antimicrobiano de las infecciones
diarreicas ocasionadas por los patotipos de E. coli ha
cambiado en los Gltimos afios, debido a que las bac-
terias se han seleccionado como resistentes a los
antibiéticos que en el pasado eran considerados de
primera eleccién,® como la tetraciclina, estreptomici-
na, amoxicilina, cefalotina, ticarcilina y al trimeto-
prim 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 identificacién precisa del agente
causal. Entre los métodos de diagndéstico clinico utili-
zados para la identificacion de los patotipos de E.
coli, se encuentra la reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR), la cual es una técnica que nos ofrece
resultados rapidos, confiables y con elevada especifi-
cidad y sensibilidad.*?

Debido a que en nuestro pais las infecciones dia-
rreicas en infantes contindan siendo un problema de
consideracion, el propdsito de este estudio clinico
fue determinar la resistencia a antibidticos en cepas
pertenecientes a distintos grupos de E. coli detecta-
das en diarrea de infantes con el método de PCR
multiplex.

MATERIAL Y METODOS

Muestras clinicas. Durante el periodo de septiembre
del 2005 a septiembre del 2007 se analizaron las
muestras diarreicas de un total de 174 nifios que acu-
dieron para atencién médica a la Clinica Universitaria
de la Salud Integral Iztacala (CUSI-I), Facultad de
Estudios Superiores (FES) Iztacala de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM), ademas de
procesarse las heces de 30 nifios clinicamente sanos
(grupo control). Los nifios enfermos incluidos en este
estudio presentaron diarrea caracterizada por la ocu-
rrencia de tres 0 mas evacuaciones, suelta, liquida 'y
blanda en un periodo de 24 horas. Algunos manifes-
taron en la materia fecal trazas de sangre. La infor-
macion sobre otros factores como desérdenes gas-
trointestinales, viajes, tratamiento reciente con anti-
bioticos, etcétera, fue obtenida a través de un cues-
tionario.

Para la deteccion de E. coli, las muestras fueron
sembradas en el medio de agar MacConkey (DIBI-
CO) e incubadas a 37° C por 24 horas. Adicionalmen-
te, las muestras se sembraron en el agar TCBS para
Vibrio y en el agar para Salmonella-Shigella.

Los distintos parasitos fueron identificados por el
método de flotacion de Faust.

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 (vti,
eaeA); EHEC ATCC 43889 (vt2, eaeA); EIEC ATCC
43893 (ial) y E. coli ATCC 11775 sin genes de viru-
lencia (control negativo).

ADN templado para PCR. Para obtener el ADN
bacteriano, después de la incubacion de 24 horas, se
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colectaron las bacterias del cultivo y se suspendieron
en 5 mL de PBS (pH, 7.2) a una densidad aproximada
de 10° bacterias. El ADN templado fue extraido por
ebullicion por 20 minutos, seguido por centrifugacion
a 12,000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10
minutos. El sobrenadante fue utilizado para el proce-
samiento de PCR.

Desarrollo del PCR multiplex. El método de
PCR multiplex y los oligonucleétidos (Cuadro 1) que
nosotros utilizamos para la deteccién de los genes de
virulencia de las cepas diarreogénicas de E. coli han
sido previamente descritos.*® El volumen final de la
mezcla de reaccion para PCR fue de 25 uL, la cual
contenia 3 uL de ADN templado, 4 uL de nuclease
free water estéril, 1 uL de cada uno de los 18 oligonu-
cledtidos a una concentracion de 10 pmol (todos los
primers fueron de Sigma-Genosys), 1.5 mmol de
MgCl,, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y 100 mmol de
dNTPs (PuRetag™ Ready-To-Go™ PCR beads). La
amplificacién del ADN fue realizado en un termocicla-
dor modelo CGI-96, bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial a 96 °C por cuatro minutos;
seguido de 30 ciclos a 94 °C por 20 segundos, 20 se-
gundos a 55 °C y 10 segundos a 70 °C. Por dltimo
una extension final a 72 °C durante siete minutos.

Después de la amplificacién, 10 uL de cada
muestra fue analizada por electroforesis en geles de

agarosa al 2% para E. coli bajo las siguientes condi-
ciones: 120 volts, 94 miliampers por 120 minutos.
Los geles fueron teflidos con bromuro de etidio
(BrEt) y fotografiados bajo luz ultravioleta, utilizan-
do el sistema de fotodocumentacion modelo GEL
LOGIC 100 (KODAK). La PCR fue considerada
como positiva cuando una banda o bandas de tama-
flo igual al de nuestras cepas controles de referen-
cia fueron observadas y no extra bandas. Los genes
de virulencia que nosotros detectamos para E. coli
fueron los siguientes: ETEC positivo, deteccién de
eltB (heat-labile enterotoxin gene) y/o estA (heat-
stable enterotoxin gene); EPEC positivo, deteccién
de eaeA (structural gene for intimin) y bfpA (structu-
ral gene for the bundle-forming pilus); VTEC positi-
vo, deteccion de eaeA (structural gene for intimin) y
vtl (verotoxin 1 gene) o vt2 (verotoxin 2 gene);
EIEC/Shigella positivo, deteccidn de ial (invasion-
associated locus of the invasion plasmid found in);
E. coli O157:H7 positivo, deteccién del gene fliC
(expresa el antigeno flagelar H7) previamente des-
crito'* y un fragmento de ADN caracteristico de E.
coli 0157 (Cuadro I).

Susceptibilidad a los antibi6ticos de las cepas
de E. coli identificadas. Una vez identificadas las
cepas diarreogénicas de E. coli, se determino la
susceptibilidad a 12 antibioticos (cefalotina, carbeni-

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

Tamaiio de la

Primer GEN Secuencia del primer (5" a 3') amplificacion (pb)

VTl vtl GAAGAGTCCGTGGGATTACG 130
AGCGATGCAGCTATTAATAA

VT2 Vi2 ACCGTTTTTCAGATTTTGACACATA
TACACAGGAGCAGTTTCAGACAGT 298

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
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cilina, ampicilina, trimetoprim con sulfametoxazol,
cefotaxima, cloramfenicol, pefloxacina, gentamicina,
netilmicina, nitrofurantoina, amikacina y ceftriaxona)
por el método de Kirby-Bauer.

Anélisis de los datos. Para determinar si existian
diferencias estadisticas entre nuestros pacientes y
nuestro grupo control los datos se evaluaron con la
prueba de x2.

RESULTADOS

Nifios estudiados. El promedio de edad de los nifios
con diarrea fue de seis afios (rango: dos a 12 afios) y
el del grupo control de siete afios (rango: 2 a 13). El
51% de los infantes correspondi6 al sexo femenino y
el 49% al masculino. Los nifios enfermos que acu-
dieron a la Clinica Universitaria de la Salud Integral
de la FES lztacala, habian presentado diarrea en un
tiempo promedio de 24 horas, caracterizada por epi-
sodios de tres 0 mas evacuaciones sueltas o liqui-
das. Las heces del 3% de los nifios enfermos fueron
sanguinolentas. El 47% de los nifios enfermos ade-
mas de la diarrea habian presentado sintomas de do-
lor abdominal, vomito, temperatura (38-39 °C) o fie-
bre (> 39 °C). El 12% de los nifios enfermos necesitd
de rehidratacion.

Deteccion de los grupos de E. coli mediante
PCR multiplex. En el cuadro Il se aprecia que el
25.2% (n = 44) de las muestras de los nifios con dia-
rrea fue positivo para algun tipo de E. coli, dentro de
los cuales la prevalencia de VTEC fue del 12% (n =
21), ETEC del 8.6% (n =15), EPEC del 2.9% (n = 5)
y EIEC del 1.7% (n = 3). Para el grupo control (n =
30), solamente una muestra fue positiva para un tipo
de E. coli (ETEC, 0.6%).

La prevalencia de E. coli diarreogénica en ambos
grupos fue significativamente diferente (p < 0.001).

Cuadro II. Prevalencia de E. coli
en los nifios enfermos y en el grupo control.

Niiios con diarrea Nifios sanos

Grupo (N=174) (N =30)
diarreogénico

de E. coli n %o n %
VTEC 21 12.0 0 0.0
ETEC 15 8.6 1 0.6
EPEC 5 2.9 0 0.0
EIEC 3 1.7 0 0.0
Total 44 25.2 1 0.6

Cuadro III. Distribucién de los genes de virulencia de las
cepas de E. coli diarreogénicas aisladas de las muestras clinicas.

Genes detectados Niiios con diarrea Nifios sanos

en las cepas (N=174) (N =30)
diarreogénicas
de E. coli n % n %
VTEC
vtl+vt2+eaeA 16 9.1 0 0.0
vi2+eaeA 3 1.7 0 0.0
vtl+eaeA 2 1.2 0 0.0
ETEC
estA 7 4.0 1 0.6
eltB 7 4.0 0 0.0
estA+eltB 1 0.6 0 0.0
EPEC
eaeA 3 1.7 0 0.0
eaeA + bfpA 2 1.2
EIEC
lal 3 1.7 0 0.0
Total 44 25.2 1 0.6

Caracterizacion de las cepas diarreogénicas de
E. coli aisladas de las muestras clinicas. A partir
de las 21 cepas de VTEC identificadas en el grupo
de nifios con diarrea, la asociacion de los genes vtl
+ vt2 + eaeA se detecto en 16 (9.1%) casos, vit2 +
eaeA en tres (1.7%) y vtl + eaeA en dos (1.2%)
(Cuadro 11, Figura 1). Para ETEC, el gen estA (codifi-
ca la toxina termoestable) se detecto en siete (4.0%)
casos, el gen eltB (codifica la toxina termolabil) en
siete (4.0%) casos y la asociacion estA + eltB en un
(0.6%) caso. Para EPEC, el gen eaeA se detectd en
tres (1.7%) ocasiones y la asociacién de eaeA +
bfpA en dos (1.2%). Para EIEC, el gen ial se identifi-
c6 en el 1.7% de las cepas (tres casos). Finalmente
para el grupo control (n = 30), ETEC se detectd en
una muestra, donde la presencia del gen estA que
codifica la toxina termoestable se identific6 en el
0.6% (n =1).

Deteccion de E. coli perteneciente al serogrupo
0157:H7. Utilizando los oligonucledtidos FLICH7 y
0157, nosotros detectamos que dos de las 21 cepas
de VTEC detectadas en los nifios enfermos pertene-
cieron al serogrupo 0157:H7. En la figura 2 se distin-
guen los distintos genes de VTEC (vt1, vt2, eaeAy
fliC) y un fragmento amplificado de ADN correspon-
diente a E. coli O157:H7.

Fenotipos de resistencia a antibidticos en las
cepas de E. coli diarreogénicas. En el cuadro IV
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se aprecia que el 52.2% de las cepas de VTEC (n =
21) detectadas en las muestras de los infantes me-
diante PCR multiplex fue resistente a cefalotina; 53%
a carbenicilina; 48.8% a ampicilina; 44.4% a trimeto-
prim/sulfametoxazol; 20% a cefotaxima; 15.5% al clo-
ramfenicol; 13.3% a pefloxacina; 13% a gentamicina;
12.2% a netilmicina; 5.5% a nitrofurantoina; 4.4 % a
amikacina; y 4% a ceftriaxona.

Para ETEC (n = 15) el 54% de las cepas presentd
resistencia a cefalotina; 47% a carbenicilina; 50% a
ampicilina; 39% al trimetoprim/sulfametoxazol; 24%
a cefotaxima; 18% al cloramfenicol; 16% a pefloxaci-
na; 15.8% a gentamicina; 15% a netilmicina; 7% a
nitrofurantoina; 6% a amikacina y 5% a ceftriaxona.

El 58% de las cepas de EPEC (n = 5) fue resisten-
te a ampicilina; 49% a cefalotina; 48% a carbenicili-
na; 33% al trimetoprim/sulfametoxazol; 30% a cefo-

Figura 1. Deteccion mediante reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR) multiplex de las cepas de E. coli obtenidas de las
muestras diarreicas de los pacientes analizados. Linea 1: VTEC
(vtl,vt2 y eaeA). Linea 2: Control negativo (E. coli
ATCC11775). Linea 3: EPEC (eaeA y bfpA). Linea 4: ETEC
(eltB y estA). Linea 5: EIEC (ial). Linea 6: VTEC (vtl,vt2 y
eaeA). Linea 7: 50-pb ladder. Linea 8: EPEC ATCC43887
(eaeA y bfpA).
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Figura 2. Identificacion de E. coli perteneciente al serogrupo
0157:H7. Linea 1: Control negativo (E. coli ATCCI11775). Li-
nea 2: vtl. Linea 3: vt2. Linea 4: eaeA. Linea 5: fliC. Linea 6:
0157. Linea 7: 50-pb ladder. Linea 8: VTEC perteneciente al se-
rogrupo 0157:H7 detectada en un niiio enfermo.

taxima; 25% al cloramfenicol; 24% a pefloxacina;
21% a gentamicina; 19% a netilmicina; 12% a nitro-
furantoina; 10% a amikacina y 8% a ceftriaxona.

Para EIEC (n = 3) el 57% de las cepas fue resis-
tente a cefalotina; 53% a ampicilina; 43% a carbenici-
lina; 33% al trimetoprim/sulfametoxazol; 29% a cefo-
taxima; 25% al cloramfenicol; 23% a pefloxacina;
22% a gentamicina; 21% a netilmicina; 15% a nitro-
furantoina; 13% a amikacina y 14% a ceftriaxona.

Otros enteropatdgenos identificados. En este
estudio, ademas de los grupos de E. coli detectados
mediante PCR en las muestras de los infantes, se
encontraron asociados otros patégenos (Cuadro V).
El parasito Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar
se identificd en 66% (n = 114) de los nifios enfer-
mos, seguido de Giardia intestinalis en 50% (n = 50),
Shigella flexneri en 3% (n = 3), Shigella sonnei en
2% (n = 2), al igual que Salmonella typhimurium (n = 2).
Para el grupo de nifios sanos (grupo control), la pre-
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valencia de Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar
fue del 50% (n = 15) y de Giardia intestinalis del
56.6% (n = 17). La prevalencia de los enteropatége-
nos detectada en ambos grupos fue significativamen-
te diferente (p < 0.001).

DISCUSION

Para simplificar la identificacion de cepas patégenas
de E. coli en muestras diarreicas de infantes, noso-
tros utilizamos un método de PCR multiplex que nos
ayudo a detectar en una sola reaccién y por medio de
nueve pares de primers los marcadores genéticos de
virulencia de los grupos ETEC, EPEC, VTEC y
EIEC. La PCR es una técnica que, dada su especifi-
cidad y confiabilidad, permite distinguir entre cepas
de E. coli diarreogénicas de las cepas de E. coli per-
tenecientes a la flora normal.

En este estudio se detect6 a E. coli diarreogénica
en el 25.2% (n = 44) de las muestras analizadas de
los nifios con diarrea y sélo en 0.6 % (n = 1) del gru-
po control (p < 0.001) (Cuadro Il). Nuestros datos son
parecidos a los reportados en un estudio realizado en
nifios en Hanoi, Vietham, en donde se identificé a E.
coli diarreogénica por PCR multiplex en el 22.5% de
los nifios con diarrea.'® La presencia de los grupos
diarreogénicos de E. coli ha sido detectada en otras
partes del mundo.6-2°

En este estudio, VTEC (Cuadro II) ocup6 el pri-
mer lugar con una prevalencia del 12% (n = 21) para
el grupo de nifios con diarrea (n = 174). La presencia
de VTEC parece tener distribucién mundial; sin em-
bargo, ha sido estudiada con mayor detalle en los
Estados Unidos, Canada, Argentina y Europa.?! Por
ejemplo, en 1995, Blanco y colaboradores estudia-
ron la incidencia de VTEC en coprocultivos de pa-

Cuadro IV. Fenotipos de resistencia a antibidticos de los patotipos de E. coli identificados en los infantes.

Porcentaje de resistencia a antibiéticos en los distintos grupos de E. coli

VTEC ETEC EPEC EIEC
Antibidtico (N=21) (N=15) (N=125) (N=23)
Cefalotina 52.2 54.0 58.0 57.0
Carbenicilina 53.0 47.0 49.0 43.0
Ampicilina 48.8 50.0 48.0 53.0
Trimetoprim/sulfametoxazol 44.4 39.0 33.0 33.0
Cefotaxima 20.0 24.0 30.0 29.0
Cloramfenicol 15.5 18.0 25.0 25.0
Pefloxacina 13.3 16.0 24.0 23.0
Gentamicina 13.0 15.8 21.0 22.0
Netilmicina 12.2 15.0 19.0 21.0
Nitrofurantoina 5.5 7.0 12.0 15.0
Amikacina 4.4 6.0 10.0 13.0
Ceftriaxona 4.0 5.0 8.0 14.0

Cuadro V. Prevalencia de enteropatégenos en los nifios enfermos y sanos.

Niiios con diarrea Niiios sin diarrea

(N=174) (N =30)
Enteropatégeno n % n %
Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar 114 66.0 15 50.0
Giardia intestinalis 50 29.0 17 56.6
Shigella flexneri 3 1.7 0
Shigella sonnei 2 1.1 0
Salmonella thyphimurium 2 1.1 0
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cientes con alteraciones gastrointestinales en Lugo,
Espafia, detectando VTEC en 21 de los 1,649 casos
estudiados (1.3%).22 En esta comunidad Gallega se
ha observado un incremento progresivo de la inci-
dencia de VTEC, desde el 0.9% en 1993 hasta el
1.9% en 1995.

En este trabajo, describimos que de los 21 casos
VTEC PCR positivos, en el grupo de nifios con dia-
rrea (n = 21, Cuadro 1), en 16 (9.1%) se identifico a
los genes vtl + vt2 + eaeA, en 3 (1.7%) vi2 + eaeA
y en 2 (1.2%) vtl + eaeA. Nuestros datos contrastan
con los reportados por Svenungsson y colaborado-
res,'® quienes describieron que de los nueve pacien-
tes VTEC positivos, dos fueron positivos para vtl,
siete para vt2 y seis para eaeA.

En nuestro estudio reportamos que dos de las 27
cepas de VTEC detectadas en el grupo de nifios en-
fermos, pertenecieron al serogrupo O157:H7 (Figura
2). Se ha reportado que en los Estados Unidos de
Ameérica existen anualmente 20,000 infecciones oca-
sionadas por E. coli 0157:H7, con un total de 250 de-
funciones.?® Se ha descrito que para los Estados
Unidos E. coli 0157:H7 es considerada la cuarta en-
fermedad infecciosa transmitida por alimentos.?*

La prevalencia de ETEC (Cuadro Il) en este trabajo
fue del 8.6% (n = 15) para el grupo de nifios con dia-
rrea (n =174), y del 0.6% (un caso) en el grupo control
(n = 30), la cual es parecida a la reportada en otros
paises.?>2?6 No obstante que en nuestro trabajo ETEC
ocupo el segundo lugar, existen reportes en nuestro
pais,?” como en otras partes del mundo,?® que ETEC
es el grupo diarreogénico aislado con mayor frecuen-
cia, sobre todo en zonas con condiciones sanitarias
precarias. ETEC es considerado un patégeno impor-
tante en lactantes, principalmente en nifios menores
de dos afios, y en particular durante los primeros seis
meses de vida, en donde la frecuencia de aislamiento
de este grupo en nifios con diarrea es de 10 a 30%.2°
Nosotros describimos que del total de casos positivos
para ETEC en el grupo con diarrea (n = 15), la presen-
cia del gen estA (expresa la toxina termolabil) fue po-
sitiva en siete casos (4.0%), eltB (expresa la toxina
termoestable) en cuatro (4.0%) y estA + eltB en uno
(0.6%). Nuestros porcentajes contrastan con los repor-
tados por Svenungsson y colaboradores,*® quienes
encontraron que de los 62 casos positivos para ETEC
por PCR multiplex, 12 (20%) fueron positivos para
estA, 28 (45%) para eltB y 22 (35%) para ambos ge-
nes; mientras que en el estudio realizado por Trung y
asociados®® en nifios con diarrea (n = 587) y en nifios
sin diarrea (n = 249), se encontr6 que de los 14 casos
positivos para ETEC, siete (50%) fueron positivos
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para eltB, cuatro (28.5%) para estA y tres (21.5%)
para ambos genes (eltB + estA).

En nuestro estudio la prevalencia de EPEC fue
del 2.9% (Cuadro IIl) para el grupo de nifios con dia-
rrea (n = 174). EPEC tiene una elevada tasa de
mortalidad y morbilidad en infantes menores de dos
afos, principalmente en paises subdesarrollados,?
en donde se ha demostrado que del 30 al 40% de
los infantes con diarrea en México,30:3! Brasil3?y
Sudafrica®® puede ser atribuido a EPEC. Detecta-
mos que el 1.7% de las cepas aisladas del grupo de
nifios con diarrea fue eaeA PCR positivos (cepas
atipicas) y el 1.2% eaeA + bfpA PCR positivos (ce-
pas tipicas). Trung Vu y colaboradores®® reportaron
gue las 39 cepas de EPEC detectadas en los nifios
con diarrea y las 11 identificadas en el grupo control
fueron eaeA positivo y bfpA negativo (cepas atipi-
cas). El pili BFP (bundle-forming pilus) codificado
por bfpA es un factor de virulencia caracteristico
gue participa en el proceso infeccioso al promover la
adherencia a enterocitos. Se ha descrito que estas
fimbrias son producidas bajo ciertas condiciones de
cultivo,® por lo que probablemente éste sea el moti-
vo por el que no se detecté en todas nuestras ce-
pas. En este trabajo describimos que los tamafios
de los fragmentos de ADN amplificados para eaeA
(376 pb) y bfpA (367 pb) fueron muy similares, por lo
gue fue necesario desarrollar un ensayo de PCR con
los oligonucledtidos para ambos genes por separa-
do después del PCR multiplex con el propdésito de
confirmar el resultado.

La prevalencia de EIEC en el grupo de nifios con
diarrea fue del 1.7% (n = 3) para el grupo de nifios
con diarrea (n = 174) (Cuadro Ill), el cual es muy pa-
recido al 2% reportado en Hanoi, Vietnam?®, asi
como al 0.86% descrito en un brote ocasionado por
E. coli en el municipio de Chalco, México.?” Se esti-
ma que la incidencia de EIEC en los paises desarro-
llados,® como en Iberodmerica es baja.3

Debido a que las cepas de EIEC y las cepas de
Shigella se encuentran cercanamente relacionadas
en términos de su virulencia y de otras propiedades
fenotipicas,®>3¢ los métodos de deteccion de ial por
PCR no pueden ser usados para diferenciar entre es-
pecies de Shigella y cepas de EIEC, por lo que en
este estudio las cepas ial positivas fueron considera-
das EIEC si no aglutinaron con antisueros especifi-
cos para especies de Shigella.

En este estudio se observé que las cepas de
VTEC, ETEC, EPEC y EIEC, presentaron elevada
resistencia a la cefalotina, carbenicilina, ampicilina,
trimetoprim/sulfametoxazol y cefotaxima (Cuadro V).
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El elevado porcentaje de resistencia a los antibioti-
cos de los patotipos de E. coli refleja que en la ac-
tualidad es importante realizar pruebas de susceptibi-
lidad a los antimicrobianos de los agentes causales,
con la finalidad de prescribir el antimicrobiano mas
adecuado. Nuestros porcentajes de resistencia bac-
teriana a estos agentes contrastan con los encontra-
dos en nuestro pais durante el periodo de 1989 a
1990, en donde el 49% de las cepas de E. coli dia-
rreogénicas (n = 74) identificadas fueron resistentes
a doxiciclina, 35% a ampicilina y 9% al trimetoprim/
sulfametoxazol,®” y con los descritos en un estudio
reciente realizado en 65 cepas de E. coli aisladas de
infecciones diarreicas de adultos y nifios, en donde
se encontré que 38.5% de las cepas fue resistente a
la tetraciclina, 26% a estreptomicina, 26% a ticarcili-
na, 24.6% a amoxicilina 'y 21.5% a cefalotina.° El
surgimiento de nuevas cepas de E. coli diarreogéni-
cas multirresistentes a los antimicrobianos en nues-
tro pais y en otras partes del mundo ha ocasionado
con el tiempo que el tratamiento médico adecuado
con antibiéticos sea cada vez mas complicado, so-
bre todo en los infantes, en quienes las tasas de
morbilidad y mortalidad son muy elevadas.®

En este estudio describimos que la amiba Enta-
moeba histolytica/Entamoeba dispar se detecto en el
66% (n = 114) de los nifios enfermos y en el 50% de
los nifios sanos (n = 30) (Cuadro V). A nivel mundial,
la amibiasis esta catalogada como la tercera parasi-
tosis causante de muerte; alrededor del 10 a 20% de
la poblacion mundial se considera infectada y el 10%
de esta poblacion sufre de enfermedad, con una leta-
lidad que oscila entre el 0.1 y 0.25% (en nameros:
500 millones de infectados, 50 millones de enfermos
y entre 40 y 110 mil muertes)®°.

La prevalencia de Giardia intestinalis en este tra-
bajo para el grupo de nifios con diarrea fue del 29%
(n=50) y del 17% (56.6%) para el grupo control (n =
30) (Cuadro V). G. intestinalis es el protozoario de
distribucion cosmopolita que afecta principalmente a
la poblacion infantil de los paises subdesarrollados.
Nuestros porcentajes de prevalencia para este para-
sito coinciden con la reportada en un estudio previo
realizado en 818 individuos, distribuidos en 162 fami-
lias ubicadas en asentamientos irregulares de la De-
legacion Magdalena Contreras en la Ciudad de Méxi-
co, en donde se detectd a G. intestinalis en el 29.9%
de los individuos*°.

En este estudio describimos que la prevalencia de
Shigella flexneri (n = 3) y Shigella sonnei (n = 2) en el
grupo de nifios con diarrea (Cuadro V) fue baja en
comparacion con la reportada por Trung y colabora-

dores®® y por Svenungsson y asociados.'® La pre-
sencia de Shigella en infantes ha sido identificada en
otras partes del mundo.6:17

En nuestro trabajo, la prevalencia de S. typhimu-
rium fue del 1.1% (n = 2) (Cuadro V). La salmonelosis
en nuestro pais, como en otras partes del mundo,
contindia siendo un serio problema de salud publica
por resolver. En México la prevalencia de éste y
otros serotipos ha sido reportado por Gutiérrez y co-
laboradores,*! quienes en un estudio en el que se
analizaron 24,934 cepas de Salmonella recuperadas
de pacientes infectados en diversos centros de salud
publicos y privados de la Republica Mexicana en el
periodo de 1972 a 1999, identificaron un total de 199
serotipos distintos, entre los cuales S. typhimurium
se identifico en 3,225 ocasiones.

El elevado porcentaje de patégenos detectados en
los infantes estudiados, coincide con lo propuesto
por Shariff y colaboradores,*? quienes describieron
gue la diarrea ocasionada por enteropatdgenos repre-
senta una de las causas mas comunes de morbilidad
y mortalidad en infantes de paises subdesarrollados.

La importante cantidad de los grupos diarreogénicos
de E. coli y de otros enteropatégenos identificados en
los infantes, principalmente en los nifios con diarrea, re-
flejo lo agudo de las infecciones, por lo que fue necesa-
rio iniciar de inmediato el tratamiento médico correspon-
diente como rehidratacién oral, probi6tico, prescripcion
de metronidazol y posteriormente la administracion del
antibiético de acuerdo a la respuesta de la sensibilidad
bacteriana observada en el antibiograma. Los nifios
asintomaticos también se vieron beneficiados con la
administracion oportuna del antiparasitario.

El uso de la PCR multiplex en este estudio se ca-
racterizé como una importante herramienta de biolo-
gia molecular en la identificacion rapida, y contunden-
te de los distintos patotipos de E. coli en la diarrea de
los infantes.

La marcada resistencia a los antibiéticos encontra-
da en las cepas diarreogénicas de E. coli, demostro
la importancia de realizar las pruebas de susceptibili-
dad a los antimicrobianos, con la finalidad de prescri-
bir el tratamiento médico preciso.
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