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Resumen

Objetivo. Identificar el agente causal del brote de diarrea
asociado con el deshordamiento del canal de aguas negras
en Chalco. Material y métodos. Estudio retrospectivo y
transversal, efectuado en el Instituto de Diagnostico y Refe-
rencia Epidemioldgicos (INDRE), de la Secretaria de Salud,
con 1 550 hisopos rectales para el aislamiento e identifica-
cion bioquimica de V. cholerae y enterobacterias, obtenidos
de la poblacion del Valle de Chalco, que present6 diarrea y
vémito durante el desastre natural acontecido el 31 de mayo
de 2000. El andlisis de los resultados se efectud por la dife-
rencia entre las proporciones de dos poblaciones (prueba
de li cuadrada). Las cepas de E. coli se hibridaron por “col-
ony blot” para los grupos ETEC, EIEC, EPEC y EHEC. Re-
sultados. EI 0.45% correspondié a Salmonella: S. agona, S.
infantis, S. enteritidis, S. muenchen, S. typhimurium; 0.06% a
Shigella flexneri 3a, y 76.6% a E. coli: 62.2% a ETEC (44.6 %
con LT,11.2% con ST,y 44.1% con ambas sondas), 0.84% a
EIEC (sonda ial), 0.84% a EPEC (sonda bundle-forming pilus
BFP),0.08% a E. coli enterohemorrégica no-O157:H7 (sonda
pCVDA419), y 36.02% no hibrid6. No se encontrd asociacion
entre E. coli patégena con la edad y género. Conclusiones.
Escherichia coli podria ser responsable del brote de diarrea.
Es importante conocer el agente etiol6gico del brote para
encaminar las estrategias en el estudio y control sanitario
del mismo. El texto completo en inglés de este articulo
esta disponible en: http://www.insp.mx/salud/index.html
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Abstract

Objective. To identify the etiologic agent responsible for a
disease outbreak following an overflow of sewage water in
Valle de Chalco, Mexico. Material and Methods.A retrospective
cross-sectional study was carried out. Rectal samples were
collected from the population of Chalco valley, who suffered
from diarrhea and vomiting during a natural disaster that took
place on May 31, 2000. The Instituto de Diagnostico y
Referencia Epidemioldgicos (Epidemic Reference and
Diagnosis Institute, INDRE, Ministry of Health), received 1521
rectal swab samples from diarrhea cases, to test for E. coli
strains. Statistical analysis was performed to find a difference
of proportions between cases and non-cases (chi-squared
test).ETEC, EIEC, EPEC and EHEC pathogenic E. coli groups
were hybridized by colony blot. Results. Strains isolated were
ETEC (62.2%), EIEC (0.84%), EPEC (0.84%), and EHEC non-
0157:H7 (0.08%); there was no hybridization in 36.02% of E.
coli strains. Other isolated microorganisms were Salmonella
spp (0.45%) and Shigella spp (0.06%). Conclusions.
Enterotoxigenic E. coli was the most likely etiologic agent.
Sanitary control strategies should be targeted to preventing
outbreaks caused by this pathogenic agent.The English version
of this paper is available at: http://www.insp.mx/salud/
index.html
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I municipio del Valle de Chalco Solidaridad se en

cuentra en la parte oriente de la cuenca del Valle
de México, sobre el lecho de un ex lago. Los rios La
Compafiiay Amecameca sirven como limite natural al
municipio; actualmente ambos confluyen en el Gran
Canal, que drena aguas negras hacia la parte norte del
Estado de México. Las viviendas estan construidas pre-
dominantemente con paredes de tabique, los techos con
laminas de asbesto, carton o metal, y los pisos son de
cemento. Cuentan con agua potable en 95.73% de los
casos, pero s6lo 57.74% de las viviendas tiene drenaje.
De la superficie total del municipio 48.3% corresponde
al area urbanay 51.7% es ocupado por areas suscepti-
bles de inundacién en ciertas épocas del afio, que se
utiliza para el cultivo de algunos productos agricolas.
El 31 de mayo de 2000 se fragment6 la pared de con-
tencién del canal llamado “La Compafiia,” provocando
el desbordamiento de las aguas negras que inundaron
las colonias circunvecinas del Valle de Chalco. La ma-
yoria de la gente se concentr6 en albergues, pero otros
permanecieron en lo que quedaba disponible de sus
viviendas. La inundacion con las aguas negras en la
zona residencial, el hacinamiento en los albergues, el
dificil acceso al agua potable y a comida limpia, y
el inadecuado manejo de las excretas, propiciaron el
surgimiento de infecciones intestinales.?

Escherichia coli puede estar involucrada en pro-
blemas gastrointestinales, asi como en infecciones
urémicas y neonatales. Dentro de las infecciones intes-
tinales, las E. coli se han clasificado en seis grupos: E.
coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatégena
(EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli entero-
hemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC)
y E. coli de adherencia difusa (DAEC).2Escherichia coli
enterotoxigénica se adquiere, al igual que los otros gru-
pos patégenos de E. coli, por la ingestion de agua y
alimentos contaminados. Las cepas de ETEC produ-
cen dos toxinas: LT (toxina termolabil) y ST (toxina
termoestable), que actdan incrementando los niveles
de Adenosina-5"- (AMPc) y Guanosina-5"- monofosfa-
to ciclico (GMPc), respectivamente; esto provoca que
las células de las criptas intestinales aumenten la se-
crecion de agua y electrolitos, con la consecuente dis-
minucién en la absorcion de las vellosidades, lo que
clinicamente se manifiesta como diarrea acuosa.® En
EPEC, se hainvolucrado al pilus BFP (bundle-forming
pilus) como un factor de virulencia caracteristico que
participa en el proceso infeccioso* al promover la ad-
herencia intima a enterocitos; posteriormente se pro-
duce la polimerizacion de la actina del citoesqueleto,
seguida de la destruccion de las microvellosidades. Los
cambios bioquimicos relacionados con este proceso son
los que inducen probablemente la secrecion de agua y
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electrolitos al espacio intraluminal, produciendo dia-
rrea aguda.>® En EIEC, el mecanismo de patogenici-
dad 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 unafagocitosis “no profesional,” lo que afecta
el borde de cepillo del enterocito. Ya libre en el cito-
plasma, se multiplica e invade a las células vecinas;
la destruccion de las células, junto con la movilizacion
de polimorfonucleares y macrofagos, desencadenan el
proceso de inflamacién y la aparicién de diarrea con
moco y sangre (disenteria), muy similar a la produci-
da por Shigella.” En este mecanismo estan implicados
un plasmido de alto peso molecular (120-140MDa) y
genes de invasion en el genoforo bacteriano, que co-
difican y regulan todo el proceso invasivo.? En EHEC
también se producen lesiones del tipo de “adherencia
y esfacelacion” como en EPEC, y ademas sintetiza dos
citotoxinas, Toxina Shiga-like | y Il (STX 1 y II), que
producen la lisis en cultivo celular. Se ha reportado
gue la estructura de estas toxinas es similar a la LT de
las cepas ETEC y su mecanismo de accion es en el ni-
vel de la sintesis de proteinas. Ademas, poseen un
plasmido de 90 Kb que codifica para la enterohemoli-
sina. Este plasmido se encuentra presente en todos los
aislamientos clinicos de O157:H7 asociados con colitis
hemorréagica y sindrome urémico hemolitico.® La pro-
duccion de diarrea aguda y crénica en nifios se debe a
la accion de las toxinas y a la adherencia al enterocito
por sus fimbrias.!° El grupo EAEC presenta un patrén
de adherencia agregativa en cultivo celular.’! Este
grupo esta fuertemente asociado con diarrea persis-
tente en nifios.'? La patogénesis de EAEC esta en estu-
dio, 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 ente-
roagregativa (EAST 1) diferente de la que produce
ETEC.1M* DAEC es el grupo mas reciente del cual atin
no se conoce bien su mecanismo de patogenicidad.?
En México se ha aislado E. coli como agente etio-
I6gico de diarrea. Cravioto y colaboradores reportan,
en un trabajo realizado en una localidad rural en el
estado de Morelos, entre 1982 y 1985, a ETEC como el
principal agente productor de diarrea (33.5%) y 8.1%
para EPEC.* Sepulveday colaboradores en 1984, repor-
taron 28% de aislamiento para EPEC y 13% para ETEC
en un estudio de casos y controles, en una area del sur
de la Ciudad de México.® En 1990, Guerrant y colabo-
radores encontraron que ETEC es endémica en nuestro
medio y que causa la diarrea del turista en todo el
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mundo.’® En 1991, Benitez y colaboradores comunica-
ron el aislamiento de cepas EHEC en 17% de una co-
horte de nifios que vivian en una comunidad rural.*®
Este trabajo refiere los resultados obtenidos del
estudio del brote que se presentd en el Valle de Chalco
a raiz del deshordamiento del canal de aguas negras.

Material y métodos

El Instituto de Diagnéstico y Referencia Epidemiol6gi-
cos (INDRE) recibid 1 550 muestras de hisopos rectales
en medio de transporte Cary-Blair; cada hisopo prove-
nia de un habitante del Valle de Chalco con problemas
gastrointestinales. El plan de muestreo seleccionado, asi
como la ejecucion del mismo, fue realizado por el per-
sonal de salud de la Direccién General de Epidemiolo-
gia (DGE) de la Secretaria de Salud, quienes remitieron
las muestras al laboratorio de Bacteriologia Diagnosti-
ca del INDRE, en donde las reciben de origen humano,
para aislamiento e identificacién bioquimica.

Las muestras se sembraron en tres medios de cul-
tivo: directamente en una placa de agar MacConkey,
para la busqueda de enterobacterias, en un tubo con
caldo tetrationato, y en agua peptonada alcalina como
enriquecimiento, para la deteccion de Salmonellay Vi-
brio cholerae, respectivamente. Los cultivos obtenidos
se resembraron en medios selectivos para cada grupo:
se sembrd en medio verde brillante y sulfito de bis-
muto para Salmonella, y en agar tiosulfato-citrato-bi-
lis-sacarosa para Vibrio. Las colonias sospechosas se
confirmaron bioquimicamente utilizando agar de tri-
ple azucar hierro (TSI), agar lisina (LIA), medio movi-
lidad, indol y ornitina (MIO), citrato de Simmons, urea
de Christensen, caldo mucato y caldo sorbitol. Las ce-
pas de Salmonella y Shigella aisladas se aglutinaron
con sueros especificos para detectar su serotipo. De las
cepas sospechosas a E. coli que se aislaron de la placa
de agar MacConkey se seleccionaron cinco colonias por
placa, las cuales fueron identificadas utilizando las
pruebas bioquimicas anteriores, y se remitieron al la-
boratorio de Bacteriologia Molecular, para confirmar
su posible participacién como agente patogeno.

Las 1 188 cepas de Escherichia coli se hibridaron
en fase solida (colony blot),’"*8 lo que consistié en la
siembra de las cepas en cinco placas de base de agar
sangre (Difco) paratransferirlas a membranas de nylon
cargadas positivamente (MSI, Westboro, MA) después
de 4h de incubacién, ya que cada membrana se hibrid6
con una sonda diferente (cuadro I). A las 24h de incu-
bacion se retiraron las membranas y se procedio a la
lisis de las colonias adheridas, para la obtencion del
DNA de la colonia, utilizando NaOH 0.5N, y el DNA
obtenido se fij6 por exposicion a luz ultravioleta por
tres minutos (Gene-Linker, BioRad). Las sondas para
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Cuadro |
SONDAS ENPLEADAS EN LA DETECCION DE E. coLi

PATOGENA. MExico, D. F., México, 2000
Sonda Fragmento que identifica Referencia

LT Gene que codifica para la sintesis
de la toxina termolabil de E. coli

Schultsz y colaboradores
colahoradores (1994)

ST Gene que codifica para la sintesis  Schultsz y colaboradores
de la toxina termoestable de E. coli colaboradores (1994)

BFP Gene que codifica para la subunidad Girén y colaboradores
del pili BFP (1993), y Nagayama
y colaboradores (1996)

pCVD419 Gene hlyA que codifica para la Levine y colaboradores
enterohemolisina. (1987)
IAL Secuencia de 320 bp del locus Buysse y colaboradores
asociado con invasividad. (1987),y Frankel y
colaboradores (1990)

la deteccion de EHEC se obtuvieron a partir de la cepa
pCVDA419, que contiene un fragmento del gene que
codifica para la enterohemolisina, la cual es un frag-
mento de 3400 bp cortado con la enzima de restriccién
Hind I11. La sonda BFP se obtuvo de la cepa pMSD207,
gue contiene la sonda BFP para EPEC, un fragmento
de 850 bp cortado con Eco R1.5%° Las sondas para la ente-
rohemolisina y BFP fueron marcadas por “random
primed,” con un kit de marcaje de DNA (Boheringer-
Mannheim) con digoxigenina; siguiendo las instruc-
ciones del fabricante, se preparé un “cocktail” con los
hexanucleotidos y la mezcla de dNTP marcados con
digoxigenina. EIl DNA molde se hirvié previamente
para abrir las cadenas, y se le agreg6 la enzima Kle-
now para realizar la polimerizacion. A continuacion,
se dejé incubar a 37°C por 4 h. Las sondas IAL, 2 STy LT
se marcaron mediante PCR utilizando dUTP marcado
con digoxigenina (Boheringer-Mannheim).?! Los colo-
ny blots fueron hibridados a 65°C, y se revelaron me-
diante colorimetria utilizando NBT y BCIP (Sigma
Chemical Co., St. Louis. Mo.).?2 En el colony blot se
incluyeron las cepas de referencia como testigos posi-
tivos: la cepa de E. coli H-10407 toxigénica, para el en-
sayo con las sondas LT y ST, la cepa pMS207, que tiene
el gene codificador para la subunidad A del pili BFP,
que identifica EPEC; la cepa O157:H7 para la sonda
pCVD419 en la identificacion de EHEC; y la cepa de E.
coli E11 invasiva, para la sonda IAL para EIEC.

Resultados

De las 1 550 muestras de Cary-Blair, se obtuvo que
0.06% correspondi6 a Shigella (171 550), 0.45% a Sal-
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monella (7/1 550), y 76.6% a E. coli (1 188/1 550). El
22.9% restante fueron bacterias sin importancia mé-
dica. El serotipo de Shigella fue S. flexneri 3a (1/1).
Las cepas de Salmonella presentaron los siguientes se-
rotipos: S. agona (2/7), S. infantis (1/7), S. enteritidis
(2/7), S. muenchen (1/7), y S. typhimurium (1/7). No
se aislaron colonias sospechosas de Vibrio cholerae.

Enlas 1188 cepas de E. coli aisladas, 62.2% corres-
pondi6 a ETEC (739/1 188), de las que 44.6% hibrid6
con la sonda para la enterotoxina LT, 11.2% con la en-
terotoxina ST, y 44.1% lo hizo con ambas sondas. El
0.84% de EIEC (10/1188) lo logré usando la sonda que
detecta el locus asociado con la invasividad, ial; 0.84%
a EPEC (10/1 188) con la sonda para la subunidad A
del pili BFP, 0.08% a E. coli enterohemorragica no
0157:H7 (1/1 188) con la sonda para la enterohemolisi-
na pCVvDA419, y 36.02% (42871 188) no hibridd con nin-
guna de las sondas empleadas. Sin embargo, la Gnica
cepa que hibridé con la sonda pCVD419 no aglutind
con el antisuero 0:157, por lo tanto, no se considero en
el grupo EHEC.

Las cepas que no hibridaron con ninguna de las
sondas empleadas se consideraron E. coli no agrupa-
das, ya que dentro de ellas pudieron encontrarse E.
coli enteroagregativas y E. coli de adherencia difusa
que puedan estar involucradas en la produccién de
diarrea.

En el cuadro Il se muestra la correlacion entre el
cuadro clinico (diarrea, vomito y deshidratacién) y los
grupos patégenos de E. coli. La presencia de diarrea
vario, dependiendo del grupo de E. coli involucrado,
con una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.0001), lo que indica claramente que ETEC presenta
el mayor nimero de casos con diarrea, encontrandose
213 casos con ella en un total de 739 casos positivos a
ETEC (28.8%). En contraste, los casos de diarrea cau-
sados por las cepas no agrupadas fueron 61, de un to-
tal de 428 (14.25%). El vomito fue un signo fuertemente
asociado con la infeccion por cepas de ETEC presentan-

Cuadro Il
CORRELACION ENTRE CUADRO CLINICO Y EL GRUPO

PATOGENO DE E. coLl. México, D.F., México, 2000

Grupo Diarrea Vomito  Deshidratacion Total
+ -+ - +

Enteroinvasiva 0 10 0 10 0 10 10

Enteropat6gena 2 8 0 10 0 10 10

Enterotoxigénica 213 526 29 710 31 708 739

E. colino O157:H7 1 0 0 1 0 1 1

No agrupadas 61 367 5 423 4 424 428

dose en 4% de los casos positivos a esta cepa, mientras
gue en ninguno de los otros grupos tuvo la misma pre-
sencia. La deshidratacion fue también més frecuente
en ETEC, encontrdndose una diferencia estadistica-
mente significativa (p=0.02) en comparacién con los
demas grupos de E. coli.

La infeccion por E. coli fue mas frecuente en nifios
menores de cinco afos entre el total de 1 188 muestras
positivas. Estos datos se concentran en la figura 1. Sin
embargo, no se encontrd asociacion estadisticamente
significativa entre la edad y el grupo de E. coli invo-
lucrado.

En relacion con el grupo de E. coli y el género de
los pacientes, se observa que entre mujeres y hombres
no hay diferencia significativa en la proporcion del
grupo de E. coli involucrado (p=0.1554). El grupo pre-
dominante que infecta tanto mujeres como hombres
fue ETEC, con 62.3 y 62.08%, respectivamente. Estas
diferencias tampoco son estadisticamente significati-
vas (p=0.9386).

Discusion
Del total de muestras enviadas al Instituto se aisl6
Shigella en 0.06, Salmonella en 0.45y E. coli en 76.6%.
Del total de las cepas de E. coli aisladas, 63.96% fueron
patdgenas (ETEC, EIEC, EPEC y E. coli no O157:H7) y
36.02% comprendié a las cepas de E. coli que no pu-
dieron asociarse con ningun grupo de E. coli con las
sondas que se emplearon pero, presumiblemente, po-
drian encontrarse E. coli de importancia médica (E. coli
enteroagregativa o de adherencia difusa). El alto por-

centaje de aislamiento de E. coli patégena en este es-
tudio, muestra claramente la importancia de E. coli

Nudmero de casos
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Ficura 1. FReCUENCIA DE E. coLi coN LA EDAD. MEXICO,
D.F., México
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como agente productor de gastroenteritis y como cau-
sa de brotes en la poblacion. El grupo patégeno pre-
dominante de E. coli fue ETEC (62.2%), esto concuerda
con lo descrito por Nataro y colaboradores (1988),
quienes mencionan que ETEC es una importante cau-
sa de diarrea en zonas con condiciones sanitarias pre-
carias y que en el &ambito mundial, es el grupo aislado
con mayor frecuencia. Qadri y colaboradores (2000),%
en un estudio realizado durante dos afios en Bangla-
desh, reportaron que ETEC es la causa principal de
diarrea en nifios, especialmente de 0 a 3 afios. Ademas,
en relacién con la sintomatologia presentada, se en-
contré que la asociacidn diarrea y grupo patégeno fue
estadisticamente significativa (p<0.0001), y el grupo
con mas frecuencia de diarrea fue ETEC. La presencia
de vomito y deshidratacion también se asocio fuerte-
mente con la infeccién por este grupo de E. coli.

Otro de los grupos de E. coli que se encontré fue
EIEC (0.78%). Este grupo esta asociado con cuadros de
disenteria bacilar semejantes al de la Shigella dysente-
riae; sin embargo, en todos los casos en los cuales se
aislé EIEC no se presento diarrea; lo anterior podria
deberse a que se hicieron aislamientos de portadores
asintomaticos o a la resistencia natural del huésped.
También es importante observar que en nuestro estu-
dio el porcentaje de aislamiento de EIEC es diferente
al reportado por Cravioto y colaboradores. (1985),
quienes aislaron EIEC en 4% de los casos de una po-
blacion infantil rural. Esta diferencia puede deberse a
los tipos de poblacién estudiada (rural vs. urbana) y
a las diferentes condiciones epidemioldgicas en las que
fueron realizados estos estudios.

En este estudio se aislo EPEC en 0.84%, y s6lo se
encontraron dos casos de diarrea en un total de 10.
Aungue se sabe que la diarrea causada por EPEC es
similar a la causada por ETEC, se ha comunicado que
en mayores de dos afios su presencia como causante
de diarrea no es estadisticamente significativa;? esto
podria explicar los casos de EPEC asintomaticos.

El 0.08% fue para una cepa que hibridé con la son-
da pCVD419, pero por serologia fue negativa para el
antisuero O157. Por esta razdn se considerd una E. coli
no-0157:H7. Se ha hallado que el plasmido pO157 esta
presente practicamente en todas las cepas O157:H7 y
en otras de E. coli productoras de verotoxinas.® Nataro
y Kaper (1988) informaron que la E. coli no O157:H7
de los aislados no se encuentra implicada en brotes, ya
que la expresidn por estas cepas de las toxinas STX es
aparentemente insuficiente para conferirles virulencia.
Margall y colaboradores?* (1997) reportaron que los se-
rotipos no O157:H7, ademas de producir toxina en
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menor cantidad, carecen de algin factor de patogeni-
cidad como el gen E. coli attaching and effacing (eae)
u otros, que codifica para la intimina que participa en
la adherencia y pueden producir sélo enteritis y com-
plicaciones menores. Por otra parte, Pebody y colabora-
dores® (1999) reportaron un brote originado por unaE.
coli 0157 verotoxigénica (no O157:H7), la que ocasiond
en algunos pacientes sindrome urémico hemolitico.

El 36.02% correspondi¢ a las cepas que no hibri-
daron con las sondas anteriores; este valor indica fuer-
temente la presencia de otros grupos de E. coli de
importancia médica, como Escherichia coli enteroag-
regativa. Dicho grupo ha cobrado importancia en salud
publica, principalmente en paises desarrollados, y se
ha visto implicado en gastroenteritis asociada con dia-
rrea persistente (mas de 14 dias).’? Nataro y Kaper!
reportaron que respecto del grupo enteroagregativo de
E. coli la forma mas confiable para detectar EAEC, por
biologia molecular, es la PCR. Actualmente estamos
evaluando el grupo de E. coli, que no pertenecieron a
ningan grupo patoégeno, para saber si EAEC se en-
cuentra involucrada.

Es interesante el hecho de que, de todos los gru-
pos de E. coli patdgeno, ETEC sea el grupo bacteriano
gue se encuentra mas frecuentemente relacionado con
brotes y problemas gastrointestinales. La razon de esto
no es clara, tal vez ETEC sea mas resistente al medio
ambiente, y por lo tanto se encuentre en mayor pro-
porcién, o que su capacidad para colonizar sea mas
efectiva. Nataro y Kaper (1988) confirmaron que la in-
feccién por EPEC en adultos no es frecuente, por la
posible pérdida con la edad de receptores especificos.

En estudios como éste, es de suma importancia
determinar el agente etiologico del brote, ya que las
medidas que se deben tomar para el estudio y control
sanitario son diferentes en el caso de infecciones por
parasitos, bacterias o virus. En el caso de ETEC las es-
trategias especificas incluyen las medidas de inter-
vencion (rehidratacion oral, uso de antibiéticos) y de
promocién de la higiene (agua y alimentos limpios,
manejo adecuado de excretas). El aislamiento del
agente etioldgico permite, ademas, la vigilancia epide-
mioldgica de microrganismos de notificaciéon inme-
diata como E. coli O:157 H:7.
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